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Abreviaturas

ARE Antioxidant response element
BUN Blood Urea Nitrogen

CAT Catalasa

CIs Cisplatino

Ctrl Transportador de cobre 1

EAE Extracto de ajo envejecido

ERN Especies reactivas de nitrégeno
ERO Especies reactivas de oxigeno
GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GST Glutation S-transferasa

H.O, Peréxido de hidrégeno

HOCI Acido hipocloroso

IRA Insuficiencia renal aguda

Keap 1 Kelch ECH associating protein 1
MDA Malondialdehido

NAG N-acetil-p—D-glucosaminidasa
NF-kB Factor nuclear kappa B

Nrf2 Nuclear factor erythoroid-derived-2 like 2; NF-E2
NO*® Radical 6xido nitrico

Oct2 Transportador de cationes organicos 2
‘0, Oxigeno singulete

0,* Anién superéxido

*OH Radical hidroxilo

ONOO Anion peroxinitrito

SAC S-alilcisteina



Resumen

La S-alilcisteina (SAC) es un compuesto derivado del ajo con propiedades antioxidantes.
En diferentes modelos experimentales in vivo e in vitro se ha demostrado que la SAC
protege contra el dafio oxidante al atrapar diversas especies reactivas de oxigeno (ERO)
y nitrégeno (ERN), aumentar los niveles de glutation (GSH) y la actividad de enzimas
antioxidantes en cerebro, higado, corazon, pulmén y riiidon. El cisplatino (CIS) es un
antineoplasico que induce nefrotoxicidad como efecto secundario, asociado a la
produccién de ERO y ERN e inhibicion de enzimas antioxidantes. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto protector de la SAC en la disfuncidén renal y el dafio
oxidante inducido por CIS en ratas. El estudio se dividié en dos etapas, en las cuales se
utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial de 200-220 g. En la primera etapa se
trataron con CIS (7.5 mg/kg p.c, i.p.) + 6.25, 12, 15, 20, 25, 50, 100, 150 6 200 mg/kg
p.c, i.p. de SAC. Los grupos CIS+SAC 20, 25 y 50 mg/kg p.c, disminuyeron los niveles
de creatinina y BUN (Blood Urea Nitrogen) en al menos un 40 y 25%, respectivamente.
Ademas se evalud en esos grupos el dafio histoldgico, los marcadores de estrés y las
actividades de enzimas antioxidantes. Se encontré que la dosis de 25 mg/kg de SAC
provee proteccion mediante la atenuacion del estrés oxidante. En la segunda etapa se
utilizaron los grupos control, SAC 25 mg/kg, CIS y CIS+SAC 25 mg/kg. Se determiné la
expresion de Nrf2, PKCB2 y de las subunidades de la NADPH oxidasa (p47°"* y
gp91P"™) en la corteza renal. El grupo CIS disminuyd la expresion de Nrf2 y aumentd
las de PKCB2, p47"" y gp91P"®. El tratamiento con SAC atenué dichos cambios asf
como el dafio oxidante en los tubulos proximales y distales. Estos datos sugieren que
SAC provee renoproteccion contra el dafio inducido por CIS al atenuar el estrés oxidante

e incrementar la actividad de enzimas antioxidantes.



1. Antecedentes

1.1Ajo

El ajo (Allium sativum) ha sido utilizado por diversas culturas para el tratamiento y
prevencion de algunas enfermedades. En diversos estudios epidemioldgicos, clinicos y
preclinicos se ha demostrado una relacion directa entre su ingestion y la disminucion de
enfermedades (Amagase, 2006), debido a que actia como hipolipemiante,
hipoglucemiante, antiaterosclerético, antitrombético, antibidtico, antiinflamatorio y
antioxidante (Banerjee et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2000-b; Pedraza-Chaverri et
al., 2006; Iciek et al., 2009; Capasso, 2013; Srinivasan, 2014).

La actividad antioxidante del ajo en estudios in vivo e in vitro se ha asociado a la
capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno (ERO) como anion superdxido
(02°"), perdxido de hidrégeno (H0.), radical hidroxilo (*OH), anién peroxinitrito (ONOQO")
y acido hipocloroso (HOCI) (Pedraza-Chaverri et al., 2006; Pedraza-Chaverri et al.,
2007; Pedraza-Chaverri et al., 2007-b; Sadiq Butt et al., 2009) y ademas al aumento en
la actividad de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), glutation S-transferasa (GST) y catalasa (CAT) (Pedraza-Chaverri et
al., 2000; Pedraza-Chaverri et al., 2001; Sadiq Butt et al., 2009; Capasso, 2013).

Los efectos benéficos del ajo se asocian a los numerosos compuestos de azufre que
contiene como sulféxido de S-alilcisteina (aliina), y-glutamil-S-alilcisteina, sulféxido de S-
metilcisteina, sulfoxido trans-1-propenilcisteina, S-2-carboxipropilglutation y S-alilcisteina
(SAC) (Amagase, 2006; Iciek et al., 2009; Queiroz et al., 2009; Capasso, 2013). El
desarrollo de suplementos de ajo permite obtener efectos benéficos en diferentes
presentaciones farmacéuticas: aceites (capsulas), ajo en polvo (tabletas) y extractos de

ajo envejecido (EAE) (tabletas y capsulas).



1.2 Extracto de ajo envejecido

Los productos derivados del ajo como el EAE tienen una mayor actividad antioxidante
en comparacion con el ajo fresco y otros suplementos que lo contienen (Borek, 2001;
Santhosha et al., 2013). Se obtiene a partir de la extraccion del ajo fresco en etanol al
20% en un periodo de 10-24 meses a temperatura ambiente; éste es altamente
biodisponible y biolégicamente activo para animales y humanos (Borek, 2001; Herrera-
Mundo et al., 2009, Matsutomo et al., 2013). Durante su proceso de envejecimiento se
modifican sus componentes (Tabla 1) a través de reacciones quimicas y enzimaticas,
dando como resultado la formacion de compuestos con actividad antioxidante como la
SAC y S-alilmercaptocisteina (Borek, 2001; Banerje et al., 2003, Herrera-Mundo et al.,
2009). Ademas de estos compuestos el EAE contiene y—glutamilcisteina y y—glutamil S-

alilcisteina.

Tabla 1. Cambios en la composicion del extracto de ajo envejecido (mg/g)

Tiempo de incubacién’(meses)
Compuesto 0 1 3 12 24
y—glutamil-S-alilcisteina 12.7 5.8 1.1 0 0
S-alilcisteina 0.2 5.9 7.2 7.1 7.2
y—glutamil-S-1propenilcisteina 15.9 3.4 0.5 0 0
S-1-propenilcisteina 0.5 6.7 8.1 6.5 4.4
S-alilmercaptocisteina 0.01 0.6 1.2 1.7 1.9

!Se cortaron dientes de ajo en trozos y se colocaron en un recipiente cerrado con etanol

al 20% a temperatura ambiente. Fuente: Herrera-Mundo et al., 2009.

El EAE protege contra el dafio oxidante al atrapar ERO, aumentando los niveles de
glutation (GSH), la actividad de SOD, CAT y GPx, inhibiendo la lipoperoxidacion y la
activacion del factor nuclear kappa B (NFx—B) (Borek, 2001; Banerje et al., 2003).



1.3S-alilcisteina
La SAC es el compuesto organosulfurado mas abundante en el EAE, se produce a

través de la transformacion de la y—glutamil-S-alilcisteina por la accién de la
y—glutamiltransferasa (Figura 1). Es un compuesto hidrosoluble, biodisponible, estable y
30 veces menos téxico que otros compuestos del ajo como la alicina y el dialildisulfuro
(Tabla 2) (Herrera-Mundo et al., 2009).

O
st“\ ,..a(!'ﬁ COOH y—glutamiltransferasa NH,
N \/\r . WSVI\CODH
k14 NH,
y—glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina

Figura 1. Sintesis de la S-alilcisteina. Fuente: Herrera-Mundo et al., 2009.

Tabla 2. Dosis letal media (DLsp) de los compuestos de ajo (ratdn, via oral)

DLso (mg/kg p.c) DLso (mg/kg p.c)
Macho Hembra
S-alilcisteina 8890 9390
Dialildisulfuro 145 1303
Alicina 309 363

Fuente: Herrera-Mundo et al., 2009.

La SAC se absorbe en el tracto gastrointestinal y se distribuye en el higado, bazo,
corazon, pulmon, cerebro y rifién, sin embargo, en éste Ultimo es en donde se observa
la mayor distribucién de la SAC, independientemente de la via de administracion (Yany
Zeng, 2005). En el riidn, se metaboliza a N-acetil-S-alilcisteina por la N-
acetiltransferasa, para ser eliminada por orina. La vida media de eliminacion de la SAC
varia dependiendo del tipo de especie, por ejemplo en humanos y perros después de la
administracion por via oral es de 10 h, mientras que en ratas es de 3 h (Yan y Zeng,

2005; Amagase, 2006; Herrera-Mundo et al., 2009; Iciek et al., 2009).



En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que la SAC protege contra el dafo
oxidante inducido en varios modelos experimentales, de tal forma que se le ha asociado
con efectos neuroprotectores, hepatoprotectores, cardioprotectores y renoprotectores
(Segoviano-Murillo et al., 2008; Herrera-Mundo et al., 2009).

La proteccion contra el dafio oxidante se debe a que la SAC atrapa diversas especies
reactivas (Tabla 3) previniendo la oxidacion de lipidos y proteinas. Ademas, aumenta los
niveles de GSH vy la actividad GPx y CAT en higado y rifibn (Medina-Campos et al.,
2007; Herrera-Mundo et al., 2009; Colin-Gonzalez et al., 2012). La SAC al atrapar al
H.O, puede inhibir la activacion de NF-xB implicado en la regulacién de la transcripcion
de genes involucrados en la apoptosis (Borek, 2001; Banerjee et al., 2003; Amagase,
2006; Cruz et al., 2007).

Tabla 3.Especies reactivas que atrapa la SAC

Especie reactiva ICs0 (MM)
Anion superéxido (02*) 145 +1.67
Peroxido de hidrégeno (H20,) 68.0 + 1.92
Radical hidroxilo (*OH) 0.68 + 0.06
Acido hipocloroso (HOCI) 2.86 +0.15
Oxigeno singulete (*0,) 1.93 +0.27
Peroxinitrito (ONOQ") 0.80 +0.05

Valores promedio £+ EEM, n=4-10.

Fuente: Herrera-Mundo et al., 2009.

En la tabla 4 se muestra la actividad antioxidante de la SAC en diferentes modelos

experimentales.



Tabla 4. Actividad antioxidante de la SAC en diferentes modelos experimentales

Dosis de SAC Modelo experimental Efecto protector
100, 300y Isquemia cerebral Disminuye lipoperoxidacion (Numagami y
600 mg/kg, i.p focal en ratas Ohnishi, 2001).
250 mg/kg, i.p Dafio renal por Atrapa O,", H,O, y mantiene las actividades
durante 4 d gentamicina en ratas de Mn-SOD, GPx y GR en la corteza renal
(Maldonado et al., 2003-b).
200 mg/kg, i.p Nefrectomia 5/6 Atrapa O,*, ONOQO'; inhibe expresion de

durante 30 d

iINOS y previene la activacion de NF-xB
(Cruz et al., 2007).

100 mg/kg, i.p Isquemia-reperfusion Disminuye el dafio histolégico y la
peroxidacion de lipidos (Segoviano-Murillo et
al., 2008).
100 mg/kg i.p Dafio hepatico por Disminuye lipoperoxidacion y dafio
durante 3 d K2Cr,0O7 en ratas histolégico, aumenta actividad SOD, GPx,
GST y CAT e induce expresion de Nrf2
(Kalayasaran et al., 2008).
30 mg/kg, i.p Neurodegeneracion Disminuye lipoperoxidacion y aumenta los

durante 15 d

con estreptozotocina

en ratones

niveles de GSH y la actividad de GPx 'y GR
(Javed et al., 2011).

150 mg/kg, v.o
durante 45 d

Diabetes inducida con
estreptozotocina en

ratas

Disminuye lipoperoxidacion, aumenta niveles
de GSHy la actividad de SOD, CAT y GPx

(Saravanan y Ponmurugan, 2011).

05y1lg/L
durante 70 d

Nefropatia diabética

en ratones

Previene activacion de NF-kB y la expresion
de INOS. (Mong y Yin, 2012).

Mn-SOD (Manganeso-Superéxido dismutasa), GPx (Glutation peroxidasa), GR (Glutation

reductasa), iINOS (Sintasa de 6xido nitrico inducible).




1.4Estrés oxidante y antioxidantes

El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas y los antioxidantes celulares a favor de los oxidantes. Las ERO se producen de
manera natural en la mitocondria, reticulo endoplasmico, peroxisomas y lisosomas por la

reduccion parcial del oxigeno (Small et al., 2012).

La reduccion del oxigeno en la cadena de transporte de electrones es esencial para la
funcién celular, sin embargo, los complejos que la conforman son sitios de generacion
de ERO, las cuales en conjunto con las especies reactivas de nitrogeno (ERN), pueden

conducir un estado de estrés (Konigsberg, 2008; Small et al., 2012).

Para correlacionar la intensidad y el grado de afectacion en la salud, el proceso de
estrés oxidante puede dividirse en tres etapas de evolucion: adaptacién, agudo y cronico
(Morales et al., 2009; Small et al., 2012).

1) Adaptacion: Es la respuesta de la célula para equilibrar dafio oxidante mediante
procesos de sobreexpresion génica y la activacion enziméatica.

2) Agudo: El dafio oxidante estd mediado por ERO menos reactivas como O,y
H,O,, moléculas que en concentraciones y actividades controladas tienen una
importante participacion fisiolégica, pero que al generarse en alta proporcion
pueden afectar las caracteristicas de procesos intracelulares vitales como el
control del tono vascular, apoptosis, crecimiento y diferenciacion celular.

3) Cronico: El dafio oxidante estd mediado en su totalidad por *OH. Se manifiesta
por la modificacion de biomoléculas con la consecuente liberacién de moléculas
altamente reactivas, amplificando y propagando el dafio que se manifiesta en

células y tejidos.

La proteccion celular contra la toxicidad oxidante estd dada por los antioxidantes, los
cuales son sustancias capaces de prevenir, retardar o remover el dafio oxidante a una

molécula blanco.



De acuerdo a su mecanismo de accion, los antioxidantes se pueden clasificar en
directos e indirectos. Los antioxidantes directos, son compuestos de bajo peso
molecular como el glutation, tocoferoles y acido lipoico, que participan directamente en
las reacciones de oOxido-reduccion eliminando las ERO y ERN. Los antioxidantes
indirectos son compuestos que inducen la expresion de enzimas citoprotectoras de fase
I, éstas protegen a las células contra el dafio generado por el estrés oxidante (Dinkova-
Kostova y Talalay, 2008; Jung y Kwak, 2010). En la tabla 5 se describen las reacciones

de algunas de estas proteinas.

Tabla 5. Proteinas citoprotectoras de fase Il

Proteina Funcion protectora
Glutatién S-transferasa Conjuga electrofilos, reduce oxidantes y peroxidos.
y-Glutamilcistein ligasa Cataliza la reaccion limitante de la sintesis de GSH
Glutatiéon reductasa Regenera GSH a partir de GSSG
Tiorredoxina reductasa Regenera tiorredoxina reducida.
NADPH quinona Previene el ciclo redox de las quinonas, disminuye el
oxidorreductasa nivel de las quinonas electrofilicas y mantiene a la

coenzima Q en su forma reducida.

Hemo oxigenasa-1 Genera bilirrubina

Glutatién peroxidasa Descompone peroxidos
Catalasa Descompone H»0»
Peroxirredoxina Descompone H,0,
Superoxido dismutasa Convierte O,* en H,0,
Tiorredoxina Reduce diversos compuestos
Ferritina Almacena hierro

La expresion de enzimas citoprotectoras de fase Il estd regulada por el sistema
Keapl/Nrf2/ARE. EI Nrf2 (Nuclear factor (erythoroid-derived-2) like 2; NF-E2) se expresa
de manera constitutiva en todas las células, su actividad esta altamente regulada y se

encuentra en el citoplasma como un complejo inactivo a través de la interaccién con
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Keapl (Kelch ECH associating protein 1). Bajo condiciones de estrés dicho complejo se
disocia y permite la traslocacion nuclear de Nrf2, en donde se dimeriza con Maf (muscle
aponeurotic fibrosarcoma) y se asocia con ARE (antioxidant response element) situada
dentro de las regiones promotoras del conjunto de genes de defensa celular (Nguyen et
al, 2004; Konisgberg, 2007; Coople, 2012).

1.5Rifidn

Es un organo par situado sobre la parte posterior de la cavidad abdominal, uno a cada
lado de la columna vertebral entre la duodécima vértebra dorsal y la tercera lumbar.
Cada rifibn estd irrigado por una arteria renal, su sistema venoso se une
progresivamente para formar las venas radiales que confluyen en la vena renal. La
superficie externa del rifion se encuentra recubierta por una capsula; al corte se
identifican dos componentes, la corteza de apariencia granular por la presencia de los
glomérulos y los tubulos contorneados y la médula de apariencia estriada debido al
curso paralelo de la porcién ascendente de las asas de Henle y de los tibulos colectores
(Kaplan y Pesce, 1990; Sherwood, 2011; Vélez et al., 2012) (Figura 2).

La unidad anatomica y funcional del rifién es la nefrona, cada uno tiene entre 600,000 y
1,200 000 nefronas. Se clasifican en superficiales, mesocorticales y yuxtamedulares
dependiendo de su localizacion y de la longitud de las asas de Henle. La nefrona esta
constituida por dos componentes: el corpusculo renal y el tibulo renal. El corpusculo
renal contiene las unidades estructurales vasculares y epiteliales del glomérulo renal, la
arteriola aferente y la capsula de Bowman, respectivamente. Los tubulos renales son un
sistema que comprende: el tibulo proximal, el asa de Henle y el tabulo distal. Cada
porcion tiene caracteristicas morfoldgicas diferentes para realizar funciones especificas
(Sherwood, 2011; Vélez et al., 2012).

El tabulo proximal estd conformado por dos porciones, el tubulo contorneado proximal
localizado en la corteza y el tdbulo recto proximal que desciende a la médula

conformando el primer segmento del asa de Henle, con el microscopio electrénico se
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pueden identificar los tabulos proximales y distales, éstos ultimos tienen escasas

microvellosidades en su superficie (Vélez et al., 2012).

Tubulo distal

/D-ucto
colactor

Corteza renal
> N Midla

Palvis renal

—thﬁta

Figura 2. Corte longitudinal del rindn mostrando las principales estructuras anatomicas y

los componentes de la nefrona. Adaptacion Sherwood, 2011.

El rifidn regula el medio interno del organismo para mantenerlo en un estado constante

de equilibrio. Dentro de sus funciones estan:

Formacion de orina.
Regulacion del equilibrio hidroelectrolitico.
Regulacion del equilibrio acido-base.

Excrecion de los productos de desecho.

o k~ 0N PF

Funcién hormonal.

Al interrumpirse las funciones regulatorias y excretoras de los rifiones para mantener la

homeostasis, se presenta una insuficiencia renal; las principales causas de esta

-11-



patologia son los agentes téxicos, respuesta inmune inapropiada, obstruccion del flujo

urinario y abastecimiento insuficiente de sangre renal.

1.6Insuficiencia renal aguda

El rindn es susceptible a desarrollar diversas formas de lesiones por ser el érgano
encargado de eliminar los fArmacos y toxinas exdgenas. En general son reversibles si se
detectan en las primeras etapas, sino pueden ser permanentes lo cual conduce a una

enfermedad renal (Bhadauria, 2012).

La toxicidad renal se debe a que éste metaboliza algunos agentes xenobidticos,
generando compuestos que pueden dafiar a la nefrona. Se considera nefrotoxico a toda
sustancia que produzca una lesién demostrable sobre cualquier estructura del rifidn, en
este grupo se encuentran algunos antibidticos, medicamentos de contraste,
antineoplasicos, anestésicos, inmunosupresores, diuréticos, metales pesados vy
disolventes (Bhadauria, 2012; Vélez et al., 2012).

La insuficiencia renal es la pérdida total o parcial de la capacidad renal para mantener la
homeostasis, puede ser aguda o crénica. La insuficiencia renal aguda (IRA) es un
sindrome clinico secundario a multiples etiologias, se caracteriza por un deterioro rapido
de la funcién renal con una reduccion de por lo menos el 50% de la tasa de filtracion
glomerular, que ocurre en un lapso de dias a semanas y la afectacion sistémica altera la
capacidad de los riflones para excretar la carga de solutos que debe ser eliminada del
organismo (Molitoris, 2001; Sherwood, 2011; Vélez et al., 2012).

La IRA se clasifica de acuerdo al factor funcional alterado en: pre-renal (reduccion en la
tasa de filtracion glomerular debida a la disminucion del flujo sanguineo del rifién), renal
(fallo en las estructuras renales) y post-renal (obstruccion de las vias urinarias)
(Molitoris, 2001). Su distribucion porcentual es de 55-60% para la pre-renal, 35-40%
renal y <5% para post-renal; dentro de la pre-renal el 90% es causado por isquemia o
nefrotoxicidad (Vélez et al., 2012).
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La incidencia de la IRA es frecuente, del 2-5% de todos los pacientes ingresados en los
hospitales la presentan y el indice de mortalidad es del 40-50%. La IRA es un trastorno
usualmente asintomatico, por lo cual el diagnostico se hace con base en los exdmenes
de laboratorio. Las pruebas de mayor utilidad para evaluarla son: creatinina sérica,
nitrogeno ureico en sangre (BUN, Blood Urea Nitrogen), uroanalisis, tasa de filtracion
glomerular, microalbuminuria, depuracion de creatinina y proteinuria (Vélez et al., 2012).
La condicién de IRA se diagnostica con elevaciones de creatinina de 0.5 mg/dL a
1mg/dL y BUN >20mg/dL (Molitoris, 2001; Sherwood, 2011; Vélez et al., 2012).

1.7Cisplatino

El CIS (cis-diaminodicloroplatino Il) (Figura 3), es un farmaco antineoplésico utilizado
para el tratamiento de diferentes tipos de cancer: vejiga, pulmon, estobmago, utero y
testiculos. Su uso clinico se aprob6 por la FDA desde 1978, sin embargo, se ha limitado
su aplicacién debido a que del 25-35% de los pacientes tratados con CIS desarrollan
dafio renal. La terapia antitumoral con CIS ademas de inducir la nefrotoxicidad puede
causar ototoxicidad, gastrotoxicidad, neurotoxicidad y hepatotoxicidad (Chirino y
Pedraza-Chaverri, 2009; Miller et al., 2010; Dos Santos et al., 2012; Sancho-Martinez et
al., 2012).

CI\PI Cl
g

-
NH \NH

2 7

Figura 3. Estructura del cisplatino
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De acuerdo al tipo de tumor y la utilizacion de otros antineoplasicos se establece la
dosis de CIS a administrar, generalmente comprende de 50-100 mg/m? en una sola
administracion o dividida entre 2-5 dias, repitiéndose los ciclos cada tres semanas. Si se
administra con otros antineoplésicos, la dosis puede reducirse a 20-30 mg/m? (Ramén-
Lépez et al., 2012).

Con las dosis habitualmente empleadas en la clinica, el CIS se administra por via
intravenosa con solucién salina y se distribuye rapidamente en higado, rifién, musculo,
testiculos, pancreas, bazo, corazon, pulmén y cerebro. El CIS se elimina principalmente
por los rifiones en las primeras horas (15-60%) por filtracion glomerular y secrecion
tubular, seguida de una excrecion lenta durante los siguientes dias (Arany y Safirstein et
al., 2003; Ramon-Lopez et al., 2012).

El mecanismo por el cual el CIS produce la nefropatia es complejo e involucra dafio al
ADN, muerte celular por apoptosis y necrosis, disfuncion mitocondrial e inflamacion
(Guerrero-Beltran et al., 2010). La nefrotoxicidad inducida por CIS se ha asociado a la
produccion de ERO y ERN (Dos Santos et al.,, 2012), inhibicion de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GR, GPx y GST (glutation S-transferasa) (Yao et al., 2007;
Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009), la alta expresion de los transportadores de cobre 1
(Ctrl) y de cationes orgéanicos 2 (OCT2) en rifion (Miller et al., 2010; Dos Santos et al.,
2012) y la via que involucra a la y—glutamiltranspeptidasa y el conjugado de S-cisteina
B-liasa (Townsend et al., 2003; Barabas et al., 2008, Launay-Vacher et al., 2008; Pabla
y Dong, 2008; Wainford et al., 2008; Guerrero-Beltran et al., 2010).

En la figura 4 se presenta el mecanismo de nefrotoxicidad del CIS, el cual ingresa en el
rion a través de los transportadores Ctrl y Oct2, localizados principalmente en las
células del tabulo proximal (Arany y Safirstein, 2003; Yao et al., 2007; Pabla y Dong,
2008; Miller et al., 2010). En el interior de las células se bioactiva al hidrolizarse uno o
dos CI, dando lugar a la especie con carga positiva, la cual reacciona con ADN
formando enlaces covalentes con las purinas (principalmente en la posicion N)
produciendo un entrecruzamiento intracatenario y subsecuentemente provoca una falla
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en la replicacion y transcripcion, resultando eventualmente en apoptosis. Ademas del

dafio al ADN, el CIS también puede interaccionar con ARN, proteinas y fosfolipidos

(Barabas et al.,

2008; Dos Santos et al., 2012).

Asimismo el CIS forma aductos con GSH, aumenta los niveles de calcio intracelular que

genera la produccion de ROS, las cuales a su vez inducen la actividad de la NADPH

oxidasa (NOX). El CIS forma de manera espontanea aductos con GSH, éstos a traves

de la vy-glutamiltranspeptidasa y aminopeptidasas producen conjugados que se

transportan a las células del tabulo proximal en donde se metabolizan a tioles altamente

reactivos (Townsend et al., 2003; Wainford et al., 2008; Chirino y Pedraza-Chaverri,
2009; Miller et al., 2010; Dos Santos et al., 2012).

e,

X

Rh-!}he..of_y Fas
Cisplatin o = - dei:“
NAD oxidase P n
ocrz X = s “
.

— 7 |
o, 0,” + NO° — OONO/ 2
: /MDA >

GSH-<isplatin adduct —» GSH decrease  /
7

Increase of calkcium level

MY -

coom / v {
INOS I / 4-HNE NF — Inflammation

L-arginine / /‘ 7 Z EQ

/
/

Mitcdchondria

Damaged amino
acids, proteins and
carbohydrates .

/ L]
ROS increase —m—r

[0,—~ 0~ —Hno,—~or—Ho | ©
Fecainng ; :
{GPx, CAT, SOD, GR coselrks Baxtranslotation from '
2 Noclam cytosol to mjtochondria Release of Cytc
Intrasstand w l ‘ ' '
crossinis ,gx, 000\ B<OO0CK : :
DA atiitationll __—~ P53 activation «.— OH®;
OH® —__ ATRIChK2 signaling— | :
PARP activation Activation of caspases 2, 3, 8, 9.
ATP o l
depletion Apoptosis « s -

Figura 4. Mecanismo de accién del cisplatino

Fuente: Chirino y Pedraza-Chaverri, 20009.
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2. Justificacion

La terapia antitumoral con CIS induce la nefrotoxicidad, asociada a las ERO producidas,
inhibicién de las enzimas antioxidantes, disfuncién mitocondrial y muerte celular. En
diversos modelos experimentales se ha demostrado la actividad antioxidante de la SAC
de tal forma que se le asocia como un agente nefroprotector. En el presente estudio se

pretende evaluar si este antioxidante atenua la nefrotoxicidad inducida por CIS en ratas.

3. Hipotesis
La SAC a través de su efecto antioxidante directo e indirecto atenuara el estrés oxidante

y la insuficiencia renal inducida por CIS en ratas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto nefroprotector de la SAC en la disfuncion renal y el dafio oxidante
inducido por CIS en ratas.

4.2 Objetivos particulares:

e Determinar las dosis de SAC que disminuyan los marcadores de dafio renal en
plasma en las ratas tratadas con CIS.

e Evaluar el efecto del CIS y la SAC en los marcadores de dafio tubular, estrés
oxidante, actividad de enzimas antioxidantes y dafio histoldgico.

e Estimar la expresién de Nrf2, PKCB2, gp91P"™ y p47°"*en la corteza renal de las
ratas tratadas con CIS y SAC.

e Evaluar en las fracciones renales (tubulo proximal y tubulo distal) el efecto
protector de la SAC en los marcadores de estrés oxidante y la actividad de

enzimas antioxidantes.
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5. Disefio experimental

El disefio experimental se dividié en dos etapas (Figura 5), en ambas se utilizaron ratas
macho Wistar con un peso inicial de 200-220 g. Durante el estudio los animales se
mantuvieron en condiciones controladas de luz/oscuridad (12 h x 12 h), con alimento y
agua ad libitum. EIl disefio experimental fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL), de la Facultad de Quimica,
UNAM (FQ/CICUAL/062/13) y se llevaron a cabo las disposiciones que establece la

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 en el cuidado y uso de los animales de

laboratorio.
Etapal Ratas macho Wistar
Curva dosis-efecto
Grupos
|
| CIS 7.5 mg/kg | | CIS+SAC 20 mg/kg ‘ | CIS+SAC 25 mg/kg | | CIS+SAC 50 mg/kg |
Rifion

L

Evaluacién de los marcadores de estrés oxidante, dafio histolégico y actividad de enzimas antioxidantes

Etapa 2 Ratas macho Wistar

| Grupos

I {

l
| CIS 7.5 mg/kg ‘ | CIS+SAC 25 mg/kg | ‘ SAC 25 mg/kg |
J l y

Rifion
Aislamiento de las fracciones renales
Expresion Nrf2, PKCB2, (tubulo proximal y distal)
gpglphox y p47phnx \L

Evaluacidn de los marcadores de estrés oxidante y
actividad de enzimas antioxidantes

Figura 5. Diagrama general del disefio experimental
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Etapa 1
En la primera etapa del estudio se realizdé una curva dosis-efecto para determinar la

dosis de SAC que ejerce un efecto protector contra el dafio inducido por una dosis Unica

de CIS (7.5 mg/kg). Los animales se dividieron en 11 grupos, el esquema de tratamiento

se describe a continuacion y se presenta en la Figura 6.

Grupo Control: solucién salina isotonica al 0.9% (vehiculo, i.p) durante 4 dias.
Grupo CIS: dosis unica de CIS (7.5 mg/kg, i.p) en el dia 2 del estudio y
administracion de vehiculo durante los dias 1, 3 y 4 del estudio.

Grupo CIS+SAC: En el dia 1, dos dosis de SAC fueron administradas en un
intervalo de 2 h. En el segundo dia, 1 h antes y después de la dosis de CIS, SAC
fue administrada. El tercer y cuarto dia se realiz6 una dosificacién de SAC. Las
dosis de SAC ensayadas fueron: 6.25, 12.5, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y 200 mg/kg

p.c, i.p.

Vehiculo Vehiculo Vehiculo Vehiculo
Vehiculo Cls Vehiculo Vehiculo Obtencidn
SAC CIS y SAC SAC SAC de muestras

| | | |
1] 2] 3 “ 5| dias

Grupo Control Grupo CIS Grupo CIS+5AC

Figura 6. Esquema de administracion de la etapa 1

En el dia 5 del estudio (72 h después de la administracién de CIS), los animales se

anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p) para obtener la sangre a través de

la aorta utilizando una jeringa y una aguja #18 con heparina. Las muestras de sangre se

centrifugaron durante 10 min a 3,000 g para obtener el plasma y se almacenaron a

-40°C hasta su analisis. Ambos rifiones se removieron para realizar los estudios

histoldgicos, determinar el estrés oxidante y la actividad de las enzimas antioxidantes.
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Etapa 2
La dosis de 25 mg/kg de SAC se utilizdé para determinar la expresion de Nrf2, PKCB2,

gp91P"* y p47P"* en la corteza renal por Western Blot y aislar las fracciones renales
para determinar en ellas los marcadores de estrés oxidante y la actividad de enzimas
antioxidantes. El esquema de tratamiento es el utilizado en la primera etapa y se incluyé

el grupo SAC 25 mg/kg.

En el dia 4 del estudio se recolectd la orina durante 24 h, como se muestra en el
esquema de la Figura 7, para determinar la depuracion de creatinina y la proteinuria. En
el dia 5 se obtuvieron las muestras de sangre como se describe anteriormente y se
removieron ambos rifiones para los analisis por Western Blot y el aislamiento de las

fracciones renales.

Vehiculo Vehiculo Vehiculo Vehiculo
SAC SAC SAC SAC Obtencién
Vehiculo CIS Vehiculo Vehiculo de muestras
SAC CI5 v SAC 5:;'1(: S}i&( I
1] 2 3] 4] 5| dias

Recoleccidn de
orina 24 h

Grupo Control  Grupo SAC  Grupo CIS Grupo CIS+SAC

Figura 7. Esquema de administracién de la etapa 2

6. Materiales y Métodos

6.1 Materiales

Para la determinacién de urea, creatinina plasmatica y proteina se utilizaron estuches
comerciales. La SAC fue sintetizada por la reaccion de L-cisteina con bromuro de alilo y
purificada por recristalizacién con etanol-agua (Maldonado et al., 2003-b). El CIS [Cis-
Diaminodicloroplatino (II)] Lote MKBG8465V, albumina sérica bovina, p-nitrofenil-N-
acetil-B-D-glucosaminido, p-nitrofenol (PNP), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB),
glutation oxidado (GSSG), glutation reducido (GSH), dimetilsulféxido (DMSO),
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nicotidamina adenina dinucledtido fosfato (NADPH), sulfato de estreptomicina,
guanidina-HCI, 1-metil-2-fenilindol, dinitrofenilhidrazina (DNPH), tetrametoxipropano
(TMPO) glucosa, alanina, Percoll®, glutation S-transferasa de higado de caballo,
colagenasa tipo 1 de Clostridium histolyticum, glutation reductasa de levadura,
anticuerpos anti-Nrf2, anti-PKCB2, anti-gp91°"*y anti-p47""> de conejo se adquirieron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), H,O, se
adquirieron de JT Baker (Xalostoc, Edo. México, México). Los demas reactivos utilizados

son de grado analitico y se encuentran comercialmente disponibles.

6.2 Preparacion de los homogenados de rifidn

Las muestras de tejido se homogeneizaron con un politrén (modelo PT 2000, Brikmann)
en un amortiguador de fosfatos frio 50 mM, pH 7.0. Los homogenados se centrifugaron
a 19,000 g a 4 °C durante 30 min para separar el sobrenadante. Posteriormente, se
procedié a la determinacion de las proteinas totales por el método de Lowry (Lowry,

1951), los marcadores de estrés oxidante y la actividad de las enzimas antioxidantes.

6.3 Aislamiento de fracciones renales

Las muestras de tejido se descapsularon para separar la corteza y la médula. Se
realizaron cortes de 2 mm a la corteza obtenida y se lavaron con solucién Ringer Krebs
bicarbonato (RKB). Posteriormente se resuspendieron con una solucion de colagenasa
I, se centrifugaron a 1,300 g y se realizaron cuatro lavados con la solucion RKB. Al final
del dltimo lavado se resuspendieron con solucién de Percoll y se centrifugaron a 20,000
g a 4 °C durante 40 min. En el gradiente obtenido se separaron los tubulos distales y
tubulos proximales (Vinay et al., 1981), en donde se determiné la proteina total por el
método de Lowry, los marcadores de estrés oxidante y la actividad de las enzimas

antioxidantes.

En los anexos 1 y 2 se presentan las imagenes de las fracciones aisladas y las

actividades enzimaticas de fosfatasa alcalina (ALP), NAG, (localizadas principalmente
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en tubulo proximal), lactato deshidrogenasa (LDH) y aspartato aminotransferasa (AST)
representativas del tubulo distal.

Las enzimas ALP, LDH y AST se determinaron por espectrofotometria empleando
estuches comerciales. Los ensayos se basan en la liberacion de PNP y Pi, el incremento
de NADH y la disminucion de NADH por la formacion de malato, respectivamente. La

actividad de NAG se determind por la liberacion de PNP.

6.4 Extraccion de proteinas totales para Western Blot

Las proteinas totales se extrajeron de los homogenados de la corteza renal y se
colocaron en una solucién Krebs-bicarbonato pH 7.4 (KB: 110 mM NaCl, 25 mM de
NaHCO3, 3 mM KCI, 1.2 mM CacCl,, 0.7 mM MgSO,, 2 mM KH,PO,4, 10 mM CH3COONa,
5.5 mM glucosa, 5 mM alanina, y 0.5 g/L de albumina). Se realizaron tres lavados en la
solucion KB fria y se resuspendieron en 10 mL de KB con 0.2 g/100 mL de colagenasa.
Las muestras fueron gasificadas con O,/CO; al 95 y 5 %, respectivamente, en un bafio
de agua a 37 °C durante 30 min con agitacién. Posteriormente, se afiadieron
aproximadamente 10 mL de KB frio con un inhibidor de proteasas y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (20 g/mL). Las fibras de colageno se eliminaron por filtracién,
y la suspension del tejido se centrifugd a 18 g por 30 s. Este procedimiento de lavado se
repitié tres veces. A continuacion el sedimento se resuspendié en solucion RIPA pH 7.6
(40 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, 10% de glicerol, 1% Triton X-100, 0.5% de
desoxicolato de sodio y 0.2% de SDS. Las muestras se incubaron durante 30 mina 4 °C
y posteriormente se agitaron las muestras con un sonicador. Finalmente las muestras se
centrifugaron a 14,000 g a 4 °C durante 40 min y en el sobrenadante obtenido se
determinéd el contenido de proteinas totales utilizando un estuche comercial (Arreola-
Mendoza et al., 2009).

6.5 Anélisis proteico por Western Blot

El analisis por Western Blot se realizo de acuerdo a lo descrito por Arreola-Mendoza en
2009. Las membranas de PVDF se dejaron incubando toda la noche a 4 °C con los
anticuerpos primarios diluidos contra Nrf2 (1:1,000), PKCB2 (1:1,000), p47°"%* (1:500) y
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gp91P"™*  (1:500) y el anticuerpo anti-peroxidasa de conejo (1:5,000). Las
inmunotransferencias se desarrollaron utilizando el primer de deteccion ECL™
(Amersham ™ GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). La quimioluminiscencia
se detectd en un sistema de imagen EC3 (UVP Biolmaging Systems, Cambridge, Reino
Unido). La densidad de la banda de proteina se cuantificO por densitometria de

transmitancia (software Image J).

6.6 Evaluacion de la funcion renal

a) Creatinina. Su determinacion en plasma y en orina se realizd mediante un
ensayo colorimétrico basado en la reaccion de Jaffé (Slot, 1965), empleando un
estuche comercial. La creatinina reacciona con el picrato alcalino formando un
complejo rojizo que absorbe a 492 nm. Los resultados se expresaron como mg de
creatinina/dL.

b) Depuracién de creatinina. Se calculé con los resultados obtenidos en plasma y
en orina y el volumen urinario recolectado por 24 h. Los resultados se expresaron
en mL/min.

c) Nitrégeno ureico en sangre (BUN, Blood Urea Nitrogen). Se determiné
empleando un estuche comercial. La urea presente en la muestra reacciona con
o-ftalaldehido en medio &cido originando un complejo colorido que absorbe a 510
nm. Los resultados se expresaron en mg/dL.

d) Proteinuria. La excrecion de proteinas totales se determin6 por el método de
Bradford. Los resultados se expresaron como mg proteina/24 h.

e) Actividad de glutation peroxidasa (GPx) en plasma. Se midi6 indirectamente a
través de una reaccion acoplada con GR y NADPH. Los resultados se expresaron
en U/mL, donde una unidad (U) se define como la cantidad de enzima que oxida
1 umol de NADPH por minuto (Lawrence y Burk, 1976).

f) Actividad de N-acetil-B,D-glucosaminidasa (NAG). El PNP liberado por la NAG
a partir del sustrato p-nitrofenil-N-acetil-p D-glucosaminido se midié por

espectrofotometria a 405 nm. Los resultados se expresaron como U/mg proteina,
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donde U es la cantidad de enzima que libera 1 nmol de PNP por minuto (Jung et
al., 1991).

6.7 Dafio histolégico

Para evaluar las alteraciones estructurales tisulares las muestras de tejido renal se
fijaron en 10% de formalina disuelta en PBS pH 7.4, gradualmente se deshidrataron y se
incluyeron en parafina. Se obtuvieron cortes de 4 um para tefiirlos con hematoxilina y
eosina (H&E). Se tomaron fotografias de los cortes y se utilizd el software Leica QWin
(Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, RU) para analizar las imagenes
y cuantificar el dafio estructural. Para el perfil histologico se seleccionaron 20 tubulos
proximales al azar por rata (4 ratas por grupo) y se determiné la superficie del area de
las células dafiadas en micrones cuadrados (p?) y finalmente se calculé el porcentaje de
células dafadas por cada tubulo. EI aumento que se utiliz6 para morfometria

automatizado fue de 200x (Molina-Jijén et al., 2011).

6.8 Estrés oxidante
Se midieron los siguientes marcadores de estrés oxidante:

a) Peroxidacion lipidica. El contenido de malondialdehido (MDA) se determiné por
método colorimétrico, utilizando una curva estandar de TMPO. El MDA reacciona
con el 1-metil-2-fenilindol en acetonitrilo-metanol a 45 °C para formar un
cromoforo que absorbe a 586 nm. Los resultados se expresaron como nmol de
MDA/proteina (Gérard-Monnier et al., 1997).

b) Proteinas oxidadas. El complejo proteina-hidrazona, que se forma por la
reaccion de los grupos carbonilo con DNPH, se determind por espectrofotometria
a 370 nm. Los resultados se expresaron como nmol de carbonilo/proteina (Levine
et al., 1990).

c) Contenido de GSH. El monoclorobimano se hace reaccionar con GSH por medio
de la GST. Los aductos de GSH con monoclorobimano se midieron por
espectrofluorometria a una Aexcitacion 390 NM Y Aemision 478 nm. Los resultados se

expresaron en umol/proteina (Fernandez-Checa y Kaplowitz, 1990).
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6.9 Actividad de enzimas antioxidantes

a)

b)

d)

Catalasa. Se determiné mediante la cuantificacion a 240 nm de la concentracion
de H,O, cada 15 s durante 30 s. Se utilizd la constante de reaccion de primer
orden (k) como la unidad de actividad enzimatica de la CAT. Los resultados se
expresaron como k/proteina (Aebi, 1984).

Glutation peroxidasa. Se empled el mismo método descrito anteriormente para
la determinacién de esta enzima en plasma, la diferencia es que los resultados se
expresaron en U/proteina.

Glutatién reductasa. Se midio la desaparicion de NADPH a 340 nm por la
conversion de GSSG a GSH. Los resultados se expresaron como U/proteina, en
donde U es igual a un umol de NADPH oxidado por minuto (Carlberg y
Mannervik, 1975).

Glutation S-transferasa. Esta enzima conjuga al GSH con CDNB vy dicho
conjugado absorbe a 340 nm. La actividad se expres6 como U/proteina, en donde

U son los nmol de CDNB conjugado por minuto (Habig et al., 1974).

6.10 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como valor promedio + error estandar de la media (EEM).

El analisis estadistico se realizdé para cada determinacion utilizando el software Prism

5.0 (GraphPad) comparando las medias a través de un ANOVA de una via seguido de

una prueba de comparacion multiple de Bonferroni. Un valor de p < 0.05 se considerd

estadisticamente significativo.
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7. Resultados
Primera etapa

7.1 Determinacion de la dosis protectora de SAC

Se realizé una curva dosis-efecto con los marcadores de creatinina en plasma y BUN,
para determinar la dosis de SAC a la cual se atenda la insuficiencia renal inducida por
una dosis de CIS de 7.5 mg/kg (Figura 8).

Los valores de creatinina en plasma para el tratamiento con las dosis de 20, 25 y 50
mg/kg de SAC fueron menores significativamente con respecto al grupo CIS (Figura 8A),
mientras que los valores de BUN disminuyeron so6lo de manera significativa con la dosis
de 25 mg/kg de SAC (Figura 8B).
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Figura 8. Marcadores de dafio renal en plasma. (A) Creatinina, (B) BUN. Valores

promedio + EEM, n=5-11 animales por grupo. *p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS.

Con base en los resultados obtenidos en la curva dosis-efecto, las muestras obtenidas
del tratamiento con CIS (7.5 mg/kg) y SAC a las dosis de 20, 25 y 50 mg/kg se utilizaron
para evaluar los marcadores de estrés y la actividad de enzimas antioxidantes y asi
establecer la dosis de SAC que proporciona mayor proteccion contra el dafio inducido

por este antineoplasico.
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7.2 Efecto del CISy la SAC en el peso corporal y la proporcion del rifidn

En la tabla 6 se presenta el peso corporal y la proporcion del riidn para los grupos

estudiados, siendo significativamente menor el peso corporal de las ratas tratadas con

CIS, el cual no se restablecié con los tratamientos con SAC. El peso del rifion y la

proporcion de éste con respecto al peso corporal (% rifidbn) no presentan diferencias

significativas entre grupos.

Tabla 6. Peso corporal y peso del rifion.

CIS 7.5 mg/kg + SAC

Control CIS 7.5 mg/kg 20 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg
Peso
218.8+5.4 *183.615.9 196.6+5.9 *190.314.4 *189.314.8
corporal (g)
Peso rifién
0.83+0.02 0.68+0.04 0.77+0.02 0.75+0.01 0.77+0.03
derecho (g)
0.38+0.01 0.37+0.02 0.39+0.02 0.40+0.01 0.41+0.01

% RiA6N

Valores promedio + EEM, n=5-12 animales por grupo. *p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs.

CIS.
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7.3 Efecto de la SAC en los marcadores de dafio tubular

El tratamiento con una dosis de 7.5 mg/kg de CIS indujo la insuficiencia renal,
manifestada con el aumento en los marcadores evaluados (creatinina y BUN) y se
corrobora con las actividades de las enzimas GPx plasmatica y NAG en rifidén (Figura 9).
La dosis de 25 mg/kg de SAC aumento significativamente la actividad de GPx (Figura
9A), mientras la actividad enziméatica de NAG fue restaurada por las tres dosis

evaluadas (Figura 9B).
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Figura 9. Marcadores de dafio renal. (A) Actividad de GPx en plasma, (B) Actividad de
NAG en rifién. Valores promedio + EEM, n=5-8 animales por grupo.
*p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS
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7.4 Efecto de la SAC en el estrés oxidante inducido por CIS

El tratamiento con CIS produce estrés oxidante, el cual se hizo evidente por la oxidacion
de lipidos, proteinas y la disminucion del contenido de GSH (Figura 10). El tratamiento
con 25 mg/kg de SAC disminuyo significativamente el contenido de MDA y carbonilos
(Figura 10A y 10B) y aumento el contenido de GSH (Figura 10C), aunque no de manera
significativa. Solo la dosis de 50 mg/kg de SAC disminuyd significativamente el

contenido de carbonilos y la dosis de 25 mg/kg aumentd el contenido de GSH sin ser

significativo.
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Figura 10. Marcadores de estrés oxidante en rifion. (A) MDA, (B) Contenido de
carbonilos, (C) GSH. Valores promedio £ EEM, n=5-10 animales por grupo.
*p <0.05 vs. Control, *p <0.05 vs. CIS.
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7.5 Efecto del CIS y la SAC en la actividad de las enzimas antioxidantes

La nefrotoxicidad inducida por CIS disminuy6 la actividad de las enzimas antioxidantes
CAT en 56% (Figura 11A) y GPx en 77% (Figura 11B) con respecto al grupo control. La
dosis de 25 mg/kg de SAC aumenté aunque no de manera significativa la actividad de

estas dos enzimas (Figura 11).
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Figura 11. Actividad de enzimas antioxidantes en rifion. (A) CAT, (B) GPx, (C) GST.
Valores promedio £ EEM, n=5-8 animales por grupo.
*p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS.

7.6 La SAC atenua el dafo histolégico inducido por CIS

Imagenes representativas (Figura 12A) y su cuantificacidon morfométrica se presentan en
las Figuras 12B y 12C. El grupo CIS present6é vacuolizacion citoplasmatica extensa,
nacleos celulares condensados y desprendimiento de las células epiteliales de los
tubulos proximales contorneados, que afecta al 62.8 + 1.8% de la zona tubular (Figura
12B) y 79.6 + 3.9% del area tubular (Figura 12C). En contraste, los animales tratados
con CIS+SAC mostraron menor dafio, en particular el grupo tratado con CIS+SAC 25

mg/kg. El grupo control no mostré dafio tisular.
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Segunda etapa

Con base en los resultados obtenidos en la primera etapa, la dosis 25 mg/kg de SAC es
la que se utilizé en la segunda etapa del disefio experimental para evaluar la expresion
de Nrf2, PKCB2, p47"" gp91P"* en la corteza renal y realizar el aislamiento de las

fracciones renales (tubulos proximal y distal) para determinar el dafio inducido por CIS.

7.7 Efecto de la SAC en la funcion renal

Se evaluaron los marcadores de funcion renal creatinina en plasma, BUN y depuracion
de creatinina (Figura 13). El CIS indujo un aumento en los niveles de dichos marcadores
en plasma asi como la disminucién en la depuracion de creatinina. El tratamiento con
CIS y 25 mg/kg de SAC atenud dichos cambios (Figura 13A, 13B y 13C). Ademas se
determind el marcador de funcién tubular proteinuria, el cual aumenta 7.5 veces en el
grupo CIS con respecto al control; el tratamiento con SAC atenu6 este aumento (Figura
13D).
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Figura 13. Evaluacion de la funcién renal. A) Creatinina en plasma, B) BUN,
C) Depuracion de creatinina, D) Proteinuria. Valores promedio + EEM, n=8-12 animales

por grupo. *p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS

7.8Efecto de la SAC en la expresion de Nrf2, PKCB2, p47°"°*, gp91Pho*

Se evalué la expresion de diferentes proteinas en la corteza renal. El CIS disminuye la
expresion de Nrf2 y aumenta la de PKCB2, p47°", gp91P"* (Figura 14). El grupo con
CIS y SAC aumenta la expresion de Nrf2 (Figura 14A) y disminuye la expresion de
PKCPB2 (Figura 14B), p47°" en (Figura 14C) y gp91°"* en (14D). La administracién de

SAC no presenta diferencias con respecto al grupo control (Figura 14).
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7.9 Efecto de la SAC en el estrés oxidante y la actividad de enzimas antioxidantes
en tubulo proximal

En la fraccion del tubulo proximal el CIS aumenté 5y 1.5 veces el contenido de MDA y
de carbonilos, respectivamente (Figura 15A y 15B), mientras que el contenido de GSH
disminuyo en un 46% (Figura 15C). El tratamiento con CIS+SAC previno la oxidacion de
proteinas y restaurdé el contenido de GSH y atenu6 de manera no significativa el

aumento en la lipoperoxidacion (Figura 15).

En el grupo tratado Unicamente con 25 mg/kg de SAC, los marcadores de estrés
oxidante MDA y GSH no presentaron diferencias significativas con el control, sin
embargo, el contenido de carbonilos es significativamente menor para este grupo

(Figura 15B).
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Con respecto a la actividad de las enzimas antioxidantes, el tratamiento con CIS
disminuy6é la actividad de CAT, GPx, GR y GST en 89%, 73%, 90% y 55%
respectivamente (Figura 16). En el grupo CIS+SAC se atenud la disminucion de la
actividad de CAT en 24% (Figura 16A), GPx en 62% (Figura 16B), GR en 36% (Figura
16C) y de GST en 100% (Figura 16D). La administracién de SAC no indujo cambios con
respecto al grupo control a excepcion de la disminucién de la actividad de GST (Figura
16).
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Figura 16. Actividad de enzimas antioxidantes en tubulo proximal. A) Catalasa, B)
Glutation peroxidasa, C) Glutation reductasa, D) Glutatidn-S-transferasa. Valores
promedio + EEM, n=8-12 animales por grupo. *p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS

7.10 Efecto de la SAC en el estrés oxidante y la actividad de enzimas antioxidantes
en tubulo distal

En la fraccién del tubulo distal el CIS indujo un aumento en el contenido de MDA y de
carbonilos de 6.6 y 1.8 veces, respectivamente (Figura 17A y Figura 17B) y del
contenido de GSH en un 28% (Figura 17C). El tratamiento con CIS+SAC previno la
oxidacion de proteinas y la disminucion del contenido de GSH y atenud la
lipoperoxidacion (Figura 17). El tratamiento con 25 mg/kg de SAC disminuye el
contenido de carbonilos, GSH y MDA con respecto al control (Figura 17B y Figura 17C).
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Figura 17. Marcadores de estrés oxidante en tubulo distal. A) Malondialdehido, B)
Contenido de carbonilos, C) Glutatién reducido. Valores promedio + EEM, n=8-12

animales por grupo. *p <0.05 vs. Control, “p <0.05 vs. CIS

El CIS indujo un decremento en la actividad de CAT y de GST en un 70% y 30%
respectivamente (Figura 18) y el tratamiento con CIS+SAC previno la disminucion de
GST (Figuras 18D) y atenu0 en 46% CAT (Figura 18A). La actividad de las enzimas GPx

y GR no se modifican en esta fraccién (Figura 18B y 18C).
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Figura 18. Actividad de enzimas antioxidantes en tabulo distal.
A) Catalasa, B) Glutation peroxidasa, C) Glutatién reductasa, D) Glutation-S-transferasa.
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8. Discusion

En diferentes estudios se ha demostrado que una dosis de CIS de 7.5 mg/kg induce
insuficiencia renal aguda en ratas (Chirino et al., 2008; Chirino y Pedraza-Chaverri,
2009; Guerrero-Beltran et al., 2010, Lee et al.,, 2013; EI-Naga, 2013), la cual se
caracteriza por los niveles de creatinina en plasma y BUN de >1 mg/dL y >20 mg/dL,
respectivamente. Los marcadores de funcién renal mencionados anteriormente se
evaluaron para realizar la curva dosis-efecto y determinar la dosis de SAC que
disminuyera dichos niveles en las ratas tratadas con CIS. En los extremos de la curva
dosis-efecto se observaron los valores mas altos de los marcadores de funcion renal,
sugiriendo que las dosis < 15 mg/kg y = 100 mg/kg de SAC no ejercen proteccion.
Mientras que las dosis de SAC a 20, 25 y 50 mg/kg disminuyen estos niveles, por lo que
esas dosis podrian desempefiar un papel protector en este modelo experimental. Se
esperaba que el efecto de la SAC en las ratas tratadas con CIS fuera dependiente de la
dosis, sin embargo, estos resultados indican que la SAC a dosis 2 100 mg/kg, es un
agente pro-oxidante, debido a que aumenté los niveles de los marcadores con respecto
a lo observado en las dosis de SAC 50 mg/kg. De acuerdo a la estructura de la SAC, el
grupo sulfuro y alilo desempefian un papel fundamental en su actividad antioxidante
(Maldonado et al., 2011); no obstante se ha descrito que los compuestos que contienen
alguno de estos grupos pueden general radicales libres (Filomeni et al., 2008) y

consecuentemente desencadenar los efectos que producen.

En la primera etapa del estudio se evalué la atenuacion del dafio oxidante en el rifidn
con las dosis de 20, 25 y 50 mg/kg de SAC. El efecto observado en la disminucion de
los marcadores de estrés en lipidos y proteinas con las dosis de 25 y 50 mg/kg de SAC
se debe a que ésta atrapa ERO como *OH, 0,"", H,0,y 'O, (Herrera-Mundo et al., 2009;
Colin-Gonzalez et al., 2012), de manera que atenua el dafio en el tejido y evita la
propagacion de los radicales libres. El principal iniciador de la oxidacion de lipidos y
proteinas es el *OH (Konigsberg et al., 2008; Santos et al., 2008) y de acuerdo al ICs, de
la SAC descrito (Medina-Campos et al., 2007; Herrera-Mundo et al., 2009) este

antioxidante tiene el valor mas bajo para dicha especie reactiva con respecto a las otras
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especies que atrapa, lo cual indica que la SAC posee mayor eficacia para *OH, sin

embargo, ha mostrado ser altamente eficiente para otras ERO.

Ademas del aumento en los marcadores de funcion renal y de estrés oxidante, la
disminucién del sistema antioxidante es caracteristica en la nefrotoxicidad por CIS. La
formacién de conjugados con GSH y la consecuente disminucion de éste en el rifion
inducen el decremento de la actividad de las enzimas GPx y GST, debido a que es
sustrato de las enzimas mencionadas anteriormente (Konigsberg et al., 2008; Miller et
al., 2010; Guinam dos Santos et al., 2012). En los homogenados renales el aumento del
sistema antioxidante con el tratamiento con SAC no es tan evidente, probablemente el
efecto diferencial del CIS en la nefrona (Kroning et al., 2000; Van Angelen et al., 2013) y
de la SAC interfiera en la medicion de los pardmetros evaluados y la restauracion en el
sistema antioxidante no se manifieste; sin embargo, con los resultados obtenidos se
demuestra que la dosis de 25 mg/kg de SAC es la que proporciona mayor proteccion
con respecto a las dosis ensayadas.

El tdbulo proximal es el segmento de la nefrona con mayor dafio en diferentes modelos
de nefrotoxicidad, debido a que en él se llevan a cabo las reacciones de
biotransformacion que permiten excretar los agentes xenobioticos del organismo. En la
nefrotoxicidad inducida por CIS éste es el principal segmento que se encuentra dafiado,
aunque también se ha observado dafio en el tubulo distal. ElI dafio producido en el
tubulo proximal se debe a la alta expresion de los transportadores OCT2 y Ctrl y de la
enzima y-glutamiltranspeptidasa (Pabla y Dong, 2008). El CIS ingresa a las células
renales a través de dichos transportadores, en el interior de la célula se bioactiva y
genera la produccion de ERO, la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes y
del contenido de GSH (Townsend et al., 2003; Wainford et al., 2008; Chirino y Pedraza-
Chaverri, 2009; Miller et al., 2010; Dos Santos et al., 2012). El dafio oxidante producido
en los lipidos y proteinas en el tubulo distal se previene con el tratamiento con SAC,
mientras que en los tubulos proximales la oxidacion de proteinas y lipidos disminuye,

pero ésta Ultima no es significativa. La SAC no evita el dafio en los tibulos proximales,
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debido a que son mas sensibles a la toxicidad del CIS, por el proceso de reabsorcion y
biotransformacion llevados a cabo en este segmento de la nefrona. Ademas se ha
descrito que para causar el 50% de la muerte en las células del tubulo proximal se
requieren de 9-12 uM de CIS y para el distal de 17 uM (Kroning et al., 2000; Van
Angelen et al., 2013), confirmando estos datos la alta sensibilidad de los tubulos
proximales. La SAC atrapa diversas ERO, sin embargo, no es tan eficiente para O,* y
H,O,, éste ultimo puede inducir la activacion de NF-kB implicado en la regulacion de

genes involucrados en la apoptosis e inflamacién (Herrera-Mundo et al, 2009).

Es posible que la SAC aumente la actividad de las enzimas antioxidantes al atrapar
ERO gue pueden modificar o saturar estas enzimas (Konigsberg, 2008) y ademas si
SAC atrapa ERO, podria disminuirse la actividad de la NOX; que es altamente
expresada en los animales tratados con CIS y una de las principales fuentes de ERO
(EI-Naga, 2013, Gang et al., 2013). La activacion de esta enzima es a través de PKCf2,
la cual a su vez es activada por el estrés oxidante. SAC al atenuar este estrés, previene
la activaciéon de PKCPB2, consecuentemente p47°" no se fosforila, las subunidades de
NOX no interaccionan y no se forma el complejo activado responsable de la produccion
de O, (Konigsberg, 2008; Deng et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que SAC
induce la traslocacion nuclear de Nrf2 en cerebro e higado (Kalayarasan et al., 2008;
Colin-Gonzalez et al., 2012). Aunque en rifidon no ha sido descrito, es posible que SAC
esté interaccionando con los grupos tiol de los residuos de cisteina de Keapl,
disociando el complejo y permitiendo su traslocacion nuclear, donde se dimeriza con
Maf y ARE, localizadas en las regiones promotoras de una serie de genes de defensa
de la células como las enzimas antioxidantes (Konigsberg, 2007; Colin-Gonzalez et al.;
2012; Bryan et al., 2013).
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9. Conclusiones

La dosis de 25 mg/kg de SAC proporciona mayor proteccioén contra el dafio inducido por
una dosis de 7.5 mg/kg de CIS con respecto a las dosis ensayadas. El efecto protector
de la SAC se establece en el tabulo proximal y distal, asociado a su capacidad de
atrapar ERO y al aumento de la actividad de enzimas antioxidantes. La cual esta
mediada por Nrf2. Con base en los resultados obtenidos en este estudio y lo establecido
en la literatura se propone en la Figura 19 el mecanismo de proteccion de la SAC contra

la nefrotoxicidad por CIS en ratas.
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Figura 19. Esquema propuesto para describir la proteccion de SAC en la nefrotoxicidad inducida por CIS en ratas. A) SAC
ingresa en las células renales, B) previniendo la disminucién de GSH; C) aumentando la expresion de Nrf2 y consecuentemente
D) la actividad de CAT, GPx, GR y GST. La otra via de proteccion es que SAC E) atrapa las ERO producidas por CIS, F)
disminuyendo la expresion de PKCB2 y la activacion de NOX asi como la produccién de otras fuentes de ERO. Asi SAC podria

ejercer un efecto protector como un antioxidante directo e indirecto en ratas tratadas con una dosis Unica de CIS 7.5 mg/kg
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Anexo 1
En la figura 19 se presentan las fotomicrografias de las fracciones renales aisladas en

diferentes trabajos experimentales, asi como las imagenes obtenidas en este estudio del
grupo control (1A y 2A). El tubulo proximal se distingue por ser mas ancho mientras que
el tubulo distal por tener una ramificacion.

Figura 20. Fotomicrografias.
1) Tdbulo proximal: A) Estudio CIS+SAC, B) Gesek et al., 1987, C) Schafer et al., 1997.
2) Tubulo distal: A) Estudio CIS+SAC, B) Scholer and Edelman, 1980, C) Schafer et al.,
1997.
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Anexo 2
Ademas en el grupo control se determinaron las actividades de las enzimas fosfatasa

alcalina (ALP), N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG), lactato deshidrogenasa (LDH) y
aspartato aminotransferasa (AST) como indicadores de las fracciones renales. Las
enzimas ALP y NAG se localizan principalmente en tabulo proximal (Figura 20A y 20B),
mientras que LDH y AST se localizan en tubulo distal (Scholer and Edelman, 1980;
Guder and Ross, 1984; Gesek et al., 1987).
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Figura 21. Actividad enzimas A) Fosfatasa alcalina (ALP),
B) N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG), C) Lactato deshidrogenasa (LDH),

D) Aspartato aminotransferasa (AST). n=4
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