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RESUMEN

El dicromato de potasio (K:Cr,O7) es empleado en la industria quimica, metalirgica y
refractaria. El contacto directo con el K»Cr,O7 puede producir quemaduras y ulceraciones; su
inhalacion produce irritacion, lesiones y perforaciones en las mucosas de las vias
respiratorias; la ingestion de alimentos o agua contaminados produce diarreas, vomito y
espasmos. La solubilidad del K,Cr,O; permite que se absorba rapidamente por ingestion, por
contacto dérmico y por inhalacion, siendo estas dos Ultimas las vias principales de absorcion
en la exposicién ocupacional. Cuando el K,Cr,O; atraviesa la membrana celular de los
glébulos rojos, se une a la fraccion globina de la hemoglobina, depositandose luego en el
higado y en el riidbn afectando la funcion de ambos 6érganos y produciendo lesiones
reversibles como la insuficiencia renal aguda (IRA). EI mecanismo por el cual el K;Cr,07
induce IRA involucra la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) como el anion
superoxido (O;7), radical hidroxilo (OH") y peréxido de hidrogeno (H.O;). Ademas, estos
efectos del K,Cr,O; han servido como modelo de estudio de enfermedades asociadas con
IRA. Por otra parte, la produccion excesiva de ERO, la disminucion en la capacidad
antioxidante o una combinacién de ambas, se conoce como estrés oxidativo. Bajo estas
condiciones, las ERO pueden causar alteraciones a biomoléculas como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos lo cual, en casos muy severos, puede conducir a la muerte celular. En la
IRA inducida por K;Cr,O; el tratamiento con antioxidantes como la vitamina E, el acido
ascorbico y el glutatién previenen los eventos nefrotoxicos.

El dafio al ADN causado por las ERO puede activar a la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP),
una enzima nuclear que cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa procedentes del
sustrato adenina dinucleétido de nicotinamida (NAD") sobre una serie de proteinas nucleares
responsables de reparar el dafio al ADN. La sobreactivacion de la PARP provoca dafios
celulares severos, por esto, esta enzima es responsable del dafio renal en nefropatias
diabéticas e isquemia-reperfusion de la arteria toracica. La inhibicion de la PARP mejora la
funcion cardiaca asociada con un choque séptico, revierte las anormalidades metabdlicas y

funcionales sobre la neuropatia diabética, entre otros efectos benéficos.

En este trabajo se usaron polvo en ajo, acido nordihidroguayarético (NDGA) (ambos con
propiedades antioxidantes) y N-(6-Oxo-5,6-dihidrofenantridina-2-il)-N, N-dimetilacetamida-
‘HCIl) (PJ34), un inhibidor selectivo de la PARP, con el objetivo de analizar si su
administracion podia prevenir o disminuir los efectos de un modelo de IRA inducida por
K2Cr20y.

En este proyecto se emplearon 107 ratas hembra de la cepa Wistar de 200-230 g de peso de

acuerdo a los siguientes esquemas de administracion:



Esquema 1:

1. Grupo control: 0.2 mL de SSI s.c.

2. Grupo K,Cr,07: dosis unica de K,Cr,0O7de 15 mg/kg s.c.

3. Grupo AJO: una alimentacion con una dieta suplementada de ajo en polvo al 2% durante
33 dias.

4. Grupo K,Cr,07+AJO: dieta suplementada de ajo en polvo al 2% durante 30 dias. En el dia

28 recibieron una dosis Unica de K,Cr,07 (15 mg/kg s.c.).

Esquema 2:

1. Grupo control: 0.2 mL de SSI s.c.

2. Grupo K,Cr,07: dosis unica de K,Cr,O;de 15 mg/kg s.c.

3. Grupo K,Cr,07+PJ34: una dosis de PJ34 de 15 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) 1 hora
antes, 1, 5, 24, 26, 31 y 46 horas después de la inyeccion del K,Cr,O7 (dosis Unica de 15
mg/kg s.c.).

Esquema 3:

1. Grupo control: 0.2 mL de SSI s.c.

2. Grupo K,Cr,07: dosis unica de K,Cr,0O7de 15 mg/kg s.c.

3. Grupo Ky;Cr,O;+NDGA: el NDGA (17 mg/kg/dia) se administr6 mediante bombas
miniosmoticas 24 h antes de administrar una dosis Unica de K,Cr,O7 (15 mg/kg s.c.). Las
bombas miniosmaéticas se mantuvieron colocadas durante 48 horas después de la
administracion de K,Cr,05.

4. Grupo K;Cr,O7+dimetil sulfoxido (DMSO): EI DMSO (30 mg/kg/dia s.c.) se administrd
mediante bombas miniosmoéticas (colocadas de manera subcutdnea) 24 horas antes de
administrar una dosis Unica de K,Cr,O; (15 mg/kg s.c.). Las bombas miniosméticas se
mantuvieron colocadas durante 48 horas después de la administracion de K,Cr,O;. Fue
necesario manejar este grupo debido a que el DMSO (que tiene propiedades antioxidantes),

fue el vehiculo en el que se disolvié el NDGA.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion a las 48 h después de la administracion del
K2Cr,07, se obtuvieron muestras de suero y de rifidn, asi como la orina de 24 h. La funcion
renal en el esquema 1 se evalud por medio de la medicion en suero de: creatinina, nitrogeno
de urea (BUN) y actividad de glutation peroxidasa (GPx), en orina de: proteinuria, excrecion
urinaria de N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y actividad de glutatibn S-transferasa (GST));

en el esquema 2 se evalud, en suero: creatinina y actividad de GPx, en orina: proteinuria y



excrecion urinaria de NAG y en el esquema 3 se determind, en suero: creatinina, BUN y la
actividad de GPx y en orina la excreciéon urinaria de NAG. En los rifilones se cuantifico el
porcentaje de dafio tubular. Como marcadores de estrés oxidativo se determinaron la
oxidacion de lipidos mediante la determinacion de lipoperoxidacion, la oxidacion de proteinas
mediante la determinacién del contenido de grupos carbonilos y se realiz6 un analisis
cuantitativo mediante inmunohistoquimica de 3-nitrotirosina (nitracién de proteinas) y de 4-
hidroxinonenal (lipoperoxidacién). Ademas en el esquema 3 se analizé cuantitativamente la

expresion de la PARP en rifion como marcador de estrés oxidativo.

En los 3 esquemas se observo IRA y estrés oxidativo en los animales que recibieron
K.Cr,O;, mientras que aquellos que recibieron los diferentes tratamientos (dieta
suplementada de ajo, NDGA y el PJ34) mostraron una prevencion parcial del dafio renal y
prevencion del estrés oxidativo. Ambos efectos puede ser consecuencia de las propiedades
antioxidantes que se le han atribuido al ajo en polvo y al NDGA. Por otro lado el efecto del

PJ34 se debe a su capacidad para inhibir a la PARP.

El efecto protector parcial observado en los 3 modelos estudiados puede deberse a que
existen otros mecanismos de nefrotoxicidad asociados a la administracion de K-Cr.O; como
el aumento de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina Il, la obstruccién de los
tubulos por fragmentos de epitelios dafiados y el papel de la hormona tiroides, entre otros,

ademas del dafio inducido por estrés oxidativo y la sobreactivacién de la PARP.



1. INTRODUCCION

1.1. DICROMATO DE POTASIO (K 2Cr,07)

El cromo (Cr) es un metal de transicion con niumero atémico 24, peso atomico 52 y color
blanco plateado, duro y quebradizo; se ha encontrado en rocas, plantas, animales y polvo
volcénico, ademas se encuentra formando parte de compuestos como el K,Cr,O; (Barceloux,
1999; Arreola-Mendoza et al., 2006).

El K2Cr,0O7 es un compuesto sintético cristalino de color anaranjado-rojizo, es un oxidante
fuerte y debe manejarse con mucho cuidado (Barceloux, 1999). Es soluble en agua, insoluble

en alcohol, tiene un peso molecular de 294.18 y un punto de fusion de 398<C.

1.2. USO INDUSTRIAL

Los compuestos del Cr son utilizados principalmente en tres tipos de industrias: quimica,
metallrgica y refractaria. Especificamente, el K,Cr,O; es utilizado para la inhibicién de la
corrosion, el cromado, preparacion de limpiadores de cristales, preservacion de maderas,
fabricacion de cerillos, terminados de metales y produccion de pigmentos, produccién de
productos pirotécnicos, explosivos, colorantes, productos para impresion, industria ceramica,
se utiliza en la fabricacion de acero inoxidable, de hierro colado y de aleaciones ferrosas. Su
propiedad como oxidante fuerte se ha aprovechado para limpiar material de vidrio de
laboratorio de cualquier resto organico que pueda contener y en analisis volumétricos como
agente valorante ademas es ideal en la fabricacién de material refractario por su alto punto
de fusién (Barceloux, 1999; Stohs et al., 2000).

1.3. TOXICIDAD

El K2Cr,0O7 se utiliza en mdltiples y diferentes procesos productivos, por lo tanto un gran
namero de trabajadores se encuentran expuestos ocupacionalmente a este compuesto en
sus jornadas laborales. Estas actividades se consideran como de alto riesgo para la salud del

trabajador y, por tanto, estan sometidas a un control especial (Jairo et al., 2004).

La toxicidad del K,Cr,O7 ha llevado a la realizacion de un gran nimero de estudios que han
permitido deteminar que su vida media en plasma es de 39 horas (De Flora et al., 1989). El
K2Cr,07 debido a su alta solubilidad se absorbe facilmente por ingestion, por inhalacion y por
contacto dérmico, siendo estas dos ultimas las principales vias en la exposicion ocupacional.
El K,Cr,07 es mucho mas toxico por inhalacion que por ingestion. Una vez en el organismo,

el K2Cr,0O7 entra a las células por accién de un sistema de transporte anionico para fosfatos y



sulfatos (Blasiak y Kowalik, 2000). Cuando el K,Cr,0O; atraviesa la membrana celular de los
glébulos rojos, se une a la fraccion globina de la hemoglobina, localizandose luego en el
higado, el bazo, el rifidn, los tejidos blandos y el hueso afectando su funcién y produciendo

lesiones reversibles (Jairo et al., 2004).

El K2Cr,0O; posee dos caracteristicas que explican su alto grado de toxicidad: en primer lugar
las membranas celulares son permeables al Cr®* y en segundo lugar el Cr®* se reduce a Cr**
en el interior de las células en las mitocondrias y el nucleo, por accién enzimatica, por el
citocromo p450 o por moléculas reductoras como el glutation y el &cido ascorbico (Fatima et
al., 2005). La reduccion de Cr®* a Cr® intracelularmente y la capacidad de formar complejos
de coordinacion con otras moléculas intracelulares son dos mecanismos muy importantes en
la toxicidad del K,Cr,O7 produciendo efectos nocivos reversibles e irreversibles tanto agudos

como croénicos en diferentes sistemas del organismo humano (Jairo et al., 2004).

Algunos de los efectos agudos sobre la salud que pueden ocurrir inmediatamente 0 poco

tiempo después de la exposicion al K,Cr,0-, es decir a corto plazo son (Jairo et al., 2004):

- El contacto con los ojos puede producir graves irritaciones y quemaduras con la
posibilidad de dafio.

- El contacto dérmico puede irritar y quemar la piel, causar salpullido, ampollas y
Ulceras cutaneas.

- Respirar K,Cr,0O; puede irritar la nariz, la garganta y los pulmones, causar tos,
respiracion con silbido y/o falta de aire.

- Por ingestién el K,Cr,07 puede producir decoloracion dental, nausea, vémito, diarrea y
choque cardiovascular debido a la pérdida de sangre por el tracto gastrointestinal. Se
han presentado casos de intoxicacion por ingestion de agua contaminada con 25 ppm
de K,Cr,07 (Wiernikowski, 1991).

Por otra parte se considera al K,Cr,O; como un agente carcinogénico humano (Pritchard et
al., 2000; Liu et al., 1999a; Blasiak y Kowalik 2000). El riesgo de cancer se presenta después
de la exposicion al K,Cr,O7 por meses o afios, como el cancer de pulmoén y garganta, que se
presenta después de 15 a 20 afios de exposicion ocupacional. Otros efectos a largo plazo

gue induce el K,Cr,0O7 son (Jairo et al., 2004):

- Alergias en la piel y dermatitis.



- Lainhalacién directa del K,Cr,O; produce lesiones y/o perforaciones en el hueso que
divide la nariz interna (tabique nasal), acompafiada a veces de secreciones,
hemorragias y/o formacion de costras. Una exposicién repetida a este compuesto
puede causar bronquitis con tos, flemas y/o falta de aire.

- La ingestion de dosis muy altas 1.5-10 g de K,Cr,O; diario en humanos produce
gastroenteritis aguda, edema cerebral y de pulmones, dafio al higado y rifiones y
muerte (Wiernikowski, 1991).

- Se ha descrito la aparicion de insuficiencia renal aguda y de necrosis tubular renal
(Pedraza-Chaverri, et al., 2005; Barrera et al., 2003a y b).

1.4. GENERALIDADES DEL RINON

Cort Nefron Los rifiones son dos estructuras ovales pares ubicadas
orteza

Médula

en la region inferior del abdomen y por debajo del
higado. Se encuentran a ambos lados de la columna
vertebral, paralelos a la dltima vértebra toracica y las

tres primeras vértebras lumbares.

Cada rifién en un ser humano adulto mide entre 11y 12
cm de longitud, 5 a 7.5 cm de ancho y 2.5 a 3.0 cm de
espesor. El peso de cada rifidon se correlaciona con la
superficie corporal y disminuye con la edad sin embargo
Vena renal

Uréter oscila entre 125y 170 g en el hombre, mientras que en

Figura 1. Diagrama de un rifién la mujer su peso es de 115 a 155 g.
seccionado longitudinalmente, se
muestra la corteza y la médula.

El rifdn esta recubierto de una membrana blanca y
delgada que se denomina capsula fibrosa. Por debajo de la capsula fibrosa se encuentra la
corteza, mayoritariamente la zona externa, en donde se inicia la produccion de orina. La
corteza (Figura 1) es de color oscuro y de aspecto granuloso, debido a la presencia de los
glomérulos y de los tubulos contorneados, contiene pequefios vasos sanguineos renales y
parte de las nefronas. Debajo de la corteza esta la médula (Figura 1). La médula es una
estructura firme y resistente, de color palido con zonas de aspecto estriado llamadas
piramides de Malpighi, su aspecto se debe a la porcion ascendente de la asa de Henle y de
los tabulos colectores; contiene mas vasculatura renal y parte de las nefronas, ademas en
ésta area se lleva a cabo la funcidbn de concentracion de orina y conservacion de agua.

(Anderson y Cockayne, 1995).



Otras funciones que desempefia el rifién son: a) excrecion de productos de desecho del
metabolismo como son: urea, creatinina, acido Urico y amoniaco, b) regulaciéon para la
excrecion o reabsorcion del exceso de agua y electrélitos y con ello conservar el equilibrio
acido-base (Holum, 2001; Guyton, 1997) y c) sintesis de diferentes sustancias con actividad
hormonal: eicosanoides, eritropoyetina, renina, angiotensina y vitamina D (Anderson y
Cockayne, 1995).

1.4.1. UNIDAD FUNCIONAL

La nefrona es la unidad funcional del rifién, su funcién es la formacién de la orina. Hay
alrededor de 2 millones por cada rifidon, cada nefrona actla de manera independiente y esta
constituida por el glomérulo, la capsula de Bowman y una porcién tubular (Figura 2). La
interaccién de la nefrona con la vasculatura permite que los riflones efectlen las cuatro
funciones fundamentales para preservar la homeostasis del organismo: filtracion,
reabsorcion, secrecion y excrecion, ademas de acuerdo a la localizacion de las nefronas y de
la longitud de los taubulos hay nefronas yuxtamedulares, mas profundas y nefronas corticales,
cortas (Anderson y Cockayne, 1995). La formacion de orina inicia en el glomérulo. En el
glomérulo se lleva acabo la filtracion de pequefias moléculas, agua o iones del plasma
sanguineo. El glomérulo se localiza en la corteza renal, esta constituido por una red de hasta
50 capilares paralelos cubiertos de células epiteliales, éstas células se encuentran dentro de
una envoltura externa en forma de copa llamada capsula de Bowman. La capsula de
Bowman actiua como recipiente del filtrado del plasma y da origen a una porcion tubular
(Anderson y Cockayne, 1995). En la porcion tubular se lleva a cabo la reabsorcion, que
permite al organismo recuperar la mayor parte de los liquidos a través de procesos de
difusion, 6smosis y transporte activo, la secrecioén, que permite el paso directo de la
circulacién a los tubulos y la excrecidon que consisten en la evacuacion total de una sustancia
del rifidn. La porcién tubular que se encuentra en la médula renal estd constituida por una
primera porcién denominada tubulo contorneado proximal que se encuentra recubierto de
células que son sumamente permeables al paso de agua, sodio, glucosa, bicarbonato y
aminoacidos. En el tubulo contorneado proximal el 75% de las sustancias que han sido
filtradas se reabsorben pasivamente. El siguiente segmento de la nefrona es el asa de Henle
gue esta constituida por un miembro descendente, una horquilla y el miembro ascendente.
En el asa de Henle se reabsorbe un 25% del sodio y un 15% del agua filtrada. Ambos
miembros del asa de Henle son paralelos entre si, ambos estan rodeados de vasculatura
renal y son permeables de forma selectiva al desplazamiento de sodio, urea, potasio y agua.
La siguiente porcién de la nefrona es el tubulo contorneado distal, que se ubica en la corteza

renal aqui se secreta potasio e hidrogeniones que contribuyen a la acidificacion de la orina,



se reabsorben fracciones variables del 10% de sodio y 15% de agua restantes del filtrado

glomerular; y desemboca en el conducto colector y en la pelvis renal.

Tabulo contorneado Tabulo contorneado

Tubulo contorneado

proximal distal = ,
Z =% proximal

(bulo contorneado
B distal

Glomérulo

apsula de Bowman

Tiabulo

colector ¥
= Capsula de Bowman

RINON 400X

Figura 2. Sistema tubular renal.

Como resultado de los tres procesos renales: filtracion, reabsorcién y secrecion la orina se
concentra. Finalmente la orina es conducida a la pelvis renal, pasando a continuacién por los

uréteres y a la vejiga urinaria (Anderson y Cockayne, 1995).

1.4.2. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)
La IRA es un sindrome reversible caracterizado por una rapida disminucion de la filtracion
glomerular lo que ocasiona la acumulaciéon de productos finales del metabolismo y la

alteracion de la homeostasis de agua y electrolitos (Guyton, 1997).

Las causas de la IRA pueden clasificarse en la siguiente forma (Anderson y Cockayne, 1995;

Devalaraja-Narashimha et al., 1994):

1. Causas pre-renales: se considera causa pre-renal a la disminucion del flujo sanguineo
por lo tanto se desencadenan efectos sobre la filtracion glomerular, pero las
estructuras renales se conservan integras. Puede ser originado por un choque
hipovolémico, transfusional, anafilactico, séptico o traumatico.

2. Causas renales: una causa renal es la inflamacion aguda que produce una lesion
organica de las estructuras renales. Es causada por agentes nefrotéxicos, depdsitos

intratubulares de pigmentos, glomerulonefritis y nefropatia lUpica, entre otros.



3. Causas post-renales: se debe a una obstruccion de uréter, vejiga, neoplasmas o
procesos malignos e hipertrofia prostatica entre otros ademas se afecta el flujo

urinario.

La IRA es inducida por la administracion de altas dosis de compuestos como el cisplatino, la
gentamicina y el cloruro mercurico (Tabla 1). El porcentaje de dafio renal inducido por el
K>Cr,0O7 es del 71%, es mayor con respecto al dafio renal inducido por cloruro de mercurio

que es de 52% y del cisplatino que es de 25% (Natochin et al., 2006).

Tabla 1. Compuestos que inducen IRA.

COMPUESTO Usos REFERENCIA
Cisplatino Es un agente antineoplasico el cual| Santos et al., 2007; Iseri et al.,
actla al inhibir la sintesis de ADN. 2007

Es un antibiético que se emplea para
Kuhad et al., 2006; Maldonado

et al., 2005

Gentamicina erradicar infecciones bacterianas

(Gram negativas).

Es un compuesto toxico que se
encuentra en las baterias de celda
Cloruro de seca que se utilizan en los aparatos| Yanagisawa, 1998; Stacchiotti
mercurio domeésticos también se encuentra en et al., 2006

algunos antisépticos locales como

fungicidas.

Es un péptido no ribosomal ciclico de

41 aminoacidos. Se utiliza como
Khan et al., 2006; Sharma et

Ciclosporina  |inmunosupresor durante el trasplante
al., 2007

de 6rganos para reducir el riesgo de

rechazo del 6rgano.

Dicromato de |Empleado en la industria quimica,| Fatima et al., 2005; Pedraza-

potasio metallrgica y refractaria. Chaverri et al., 2005

1.4.3. IRA INDUCIDA POR K,Cr,07
Debido a su toxicidad, el K,Cr,O- se ha utilizado para reproducir modelos experimentales de
IRA en ratas. Una dosis Unica de 20 mg/kg de peso via subcutanea (s.c.) de K,Cr,O7 alcanza

una concentracibn maxima en suero a las 6 horas después de su administracion y después



declina a la mitad del valor méximo a las 48 horas, es a este tiempo en donde se observa el

mayor dafio estructural (Sugiyama, 1992).

El dafio estructural inducido por K,Cr,O7 se caracteriza por el dafio a las células del tubulo
proximal y necrosis, alteracion de la membrana borde en cepillo y de las crestas
mitocondriales y aumento en el nimero de vacuolas y lisosomas (Ruegg et al., 1995, Dartsch
et al., 1998; Pedraza-Chaverri, et al., 2005; Arreola-Mendoza et al., 2006).

La administracién de K,Cr,0O; no afecta el consumo de agua y alimento, por lo tanto tampoco

el peso corporal de los animales (Arreola-Mendoza et al., 2006).

El dafio renal funcional inducido por K,Cr,O7 se caracteriza por disminucion del pH urinario,
24 h después de la inyeccion de K,Cr,O7 hay poliuria y se alcanzan valores basales del
volumen urinario en el dia 7, aumento en la excrecion urinaria de proteinas totales, glucosa y
sodio, aumento en la actividad urinaria de NAG y aumento de los niveles de creatinina y urea
en sangre (Kim y Na, 1991; Appel et al., 1991; Barrera et al., 2003a y b; Arreola-Mendoza et
al., 2006; De Tata et al., 1998).

1.5. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica ya sea atdbmica o molecular,
capaz de existir independientemente y que contiene uno o0 mas electrones desapareados
(Halliwell y Gutteridge, 2006) ya sea por ganancia o pérdida de un electrén de un no radical o
por la ruptura homolitica de una molécula (Symons, 1991). La presencia de electrones
desapareados modifica la reactividad quimica de un a4tomo o de una molécula y la hace
generalmente mas reactiva. Por lo tanto a concentraciones elevadas estas especies son

toxicas para la célula y los tejidos (Bast et al., 1982).

En la naturaleza, el oxigeno como tal aparece mayoritariamente en forma molecular o
diatébmica (O,). El oxigeno es un gas muy importante para los organismos aerobios porque
es el ultimo aceptor de los electrones en la cadena respiratoria y lo utilizan muchas enzimas
como hemo oxigenasa, NADPH oxidasa y citocromo P450, entre muchas méas. A altas
concentraciones el oxigeno puede llegar a ser téxico, debido la produccion de especies
reactivas. Dentro de estas especies reactivas las que son de mayor interés para la biologia o
la clinica son las especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO son moléculas derivadas de

la reduccién incompleta del oxigeno en los sistemas biol6gicos y son sintetizadas y



degradadas por todos los organismos aerobios (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri,
2006).

Los RL’'s pueden ser de origen endégeno o exdgeno como se muestra en la Tabla 2
(Freeman y Crapo, 1996; Frei, 1994).

Tabla 2. Fuentes principales de formacion de RL’s
EXOGENOS ENDOGENOS

Farmacos como el cisplatino, la|La cadena de transporte electronico mitocondrial

ciclosporina y la gentamicina (Deno | donde ocurre la transferencia de electrones conocida

et al., 1982; Santos et al., 2007;|como reduccion univalente del oxigeno (Figura 3).
Maldonado et al., 2005) e e e e
H,O
Oz‘l_’ 0, ‘#’ H20, ‘l_’ HO"l_’ ?
2H"

Figura 3. Reduccion univalente del oxigeno.

Las radiaciones electromagnéticas |La xantina oxidorreductasa (XOR) que puede existir
(Bickers y Athar, 2006). en 2 formas funcionalmente distintas: xantina
deshidrogenasa dependiente de adenina dinucleétido
de nicotinamida oxidado (NAD") y que produce
adenina dinucle6tido nicotinamida reducido (NADH) y
urato; ésta puede transformarse en xantina oxidasa,
dependiente de oxigeno y que origina O,y H,0;
(Loftus et al., 2007).

Contaminantes aéreos, pesticidas, |Los fagocitos activados poseen diversas enzimas
humo del tabaco, solventes,|como NADPH oxidasa, mieloperoxidasa y Oxido
hidrocarburos aromaticos | nitrico sintasa que generan ERO que matan a los
(Mancuso et al., 2007). microorganismos extrafios que ingresan al organismo
(Babior, 1978).

1.5.1. ANION SUPEROXIDO (0;™)

Las fuentes principales de formaciéon de O, ~son la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa y la
reduccion univalente del oxigeno molecular (Sawyer, 1988; Fridovich, 1997). El O, puede
iniciar y propagar la oxidacién de catecolaminas, tetrahidropterinas y otros compuestos

relacionados, no es capaz de atacar de manera significativa a lipidos poliinsaturados o al



ADN, sin embargo es muy importante en varias patologias porque se genera en gran
cantidad y sufre una conversion significativa hacia otras ERO que son muy reactivas y
dafiinas, tales como el H,O,. Por otro lado, puede captar un electron y dar lugar al radical
perhidroxilo o hidroperéxido (HO2"), mucho mas reactivo que el O, (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006; Halliwell, 1996b).

1.5.2. PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)

El H,O2 no es un RL. Su importancia radica en que el H,O, participa en numerosas
reacciones que dan lugar a la generacion de RL's y que posee una gran lipofilicidad que le
permite atravesar con suma facilidad las membranas biologicas y difundirse a los organelos,
dando lugar a reacciones de oxidacion y generar OH® (Cheeseman y Slater, 1993; Frei,
1994). Las fuentes principales de formacion de H,O; son la reduccion univalente del oxigeno

molecular y la dismutacién del O, (Sawyer, 1988; Fridovich, 1997).

1.5.3. RADICAL HIDROXILO (OH")

El OH’ es la especie con una vida media corta y la mas reactiva. Se genera por la lisis del
H,O o del H,O, por accion de las radiaciones ionizantes, por la reduccion del H,O, por iones
de metales de transicion (Figura 4) ésta reaccion se conoce como reaccion (1) de Fenton.
Los iones metalicos se regeneran gracias al O, (reaccion 2). La suma de la reaccion 1y 2
se le conoce como reaccion (3) de Haber-Weiss (Cheeseman y Slater, 1993; Breen y
Murphy, 1995; Wardman y Candejas, 1996; Frei, 1994; Sawyer, 1988).

H,0, + Fe?*/Cu+ > Fe**/Cu®" + OH—+OH" (Reacci6n 1)
Fe**/Cu®" + O, Fe?'/Cu+ + O, (Reaccién 2)
H,O, + O, > O, + OH —+ OH’" (Reaccibn 3)

Figura 4. Formaciéon de OH "por la reduccion del H ,0, por iones de metales de transicion.

1.5.4. OXIGENO SINGULETE (*0,)

El 'O, es una forma excitada del O,. Existen dos formas del 'O,. la sigma (Z) que es un
radical libre muy inestable y la delta (A) que no es un radical libre pero tiene importancia en
los sistemas bioldgicos al ser muy reactivo sobre todo con los lipidos de membrana lo que
produce radical peroxilo. La formacién de 'O, es llevada acabo por fagocitos activados
(Eberhardt, 2001), por accion de la luz sobre el O, en reacciones de oxidacién de diversas
especies o0 en el transcurso de algunas reacciones enzimaticas, ademas puede interaccionar
con otras moléculas transfiriéndoles su energia de excitacion o combinandose quimicamente
con ellas (Zhou et al., 2006).



1.6. ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO (ERN)

1.6.1. OXIDO NITRICO (NO»)

El NO- es un gas lipofilico e hidrosoluble, se forma durante la conversion de L-arginina a L-
citrulina por accion de la enzima 6xido nitrico sintasa que tienen tres isoformas: la neuronal
(nNOS o tipo 1), la endotelial (eNOS o tipo Ill) y la inducible (iNOS o tipo I). EI NO regula el
flujo sanguineo, inhibe la agregacion plaquetaria, contribuye a la defensa inmunitaria, actda
como neurotransmisor y posee accion antiinflamatoria. EIl NO® a concentraciones elevadas
genera metabolitos que pueden reaccionar con el O,, H,O, O, inactivando enzimas y
reaccionado con acidos nucleicos que dan lugar a mutaciones y roturas del ADN (Bredt et al.,
1991; Lamas et al.,, 1992; Moncada et al.,, 1991; Bush et al., 1992; Czapski y Goldstein,
1995).

1.6.2. PEROXINITRITO (ONOO")

El NO’ reacciona con el O, para dar lugar al ONOO™, un intermediario oxidante que puede
protonarse y descomponerse con facilidad (Figura 5). Es capaz de inducir la peroxidacion
lipidica en lipoproteinas e interferir con la sefializacion celular por nitracién de residuos de

tirosina en proteinas y es capaz de fragmentar ADN (Chirino et al., 2004, 2006).

O, ™+ NO" = ONOO+ H" > ONOOH = NO3;™

Figura 5. Formacion de metabolitos a partir del NO

1.6.3. DIOXIDO DE NITROGENO (NOy")

El NO;" es un RL contaminante producido primariamente a partir de la oxidacion del NO
atmosférico (Postlethwait, 1995). Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidacion
lipidica (Halliwell, 1994).

1.7. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como una alteracion del equilibrio entre las especies
prooxidantes y antioxidantes, a favor de las primeras (Sies y Mehlhorn, 1986). Asi pues, el
estrés oxidativo puede originarse por un exceso de sustancias prooxidantes, una deficiencia

de agentes antioxidantes, o por ambos factores a la vez.

1.7.1. ESTRES OXIDATIVO Y DANO A BIOMOLECULAS

El dafio celular producido por las ERO ocurre sobre diferentes biomoléculas (Tabla 3):



Tabla 3. DANO OXIDATIVO SOBRE DIFERENTES BIOMOLECULAS.
MOLECULA DANO OXIDATIVO

El proceso se denomina peroxidacion lipidica. El dafio tiene lugar

sobre los acidos grasos poliinsturados lo que provoca su
peroxidacion que deriva en la pérdida de la flexibilidad y de las
LIPIDOS funciones secretoras, ruptura de los gradientes ionicos
transmembranales y la muerte celular (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006; Gutteridge y Halliwell, 1990).

El dafio se ejerce sobre los enlaces insaturados, los anillos
aromaticos y los grupos tiol. Asi el triptofano, la tirosina, la
fenilalanina, la histidina, la metionina y la cisteina pueden sufrir
PROTEINAS modificaciones estructurales y funcionales como la inactivacion
enzimatica, rompimiento de enlaces peptidicos,
entrecruzamientos de cadenas peptidicas y hay formaciéon de
grupos carbonilos (Katz et al., 1996, Céardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006; Stadtman, 1990).

El dafio oxidativo se produce por modificaciones en las bases,

deleciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-
ADN proteinas, reordenamientos cromosémicos y desmetilacion de
(Acido citosinas del ADN que activan genes. Alterando la duplicacién y
desoxirribonucleico) la transcripcién originando fendmenos de mutacién y cancer
(Muniyappa y Kironmai, 1998, Cardenas-Rodriguez y Pedraza-
Chaverri, 2006).

1.7.2. ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDAD
Las ERO han sido implicados como importantes mediadores patologicos en un gran ndmero

de trastornos clinicos (Tabla 4).

Tabla 4. Patologias relacionadas con la producciéon de ERO

Enfermedad ERO Involucradas Referencia
Manfred y Eberhardt, 2001; Agostinelli

Cancer (prostata, pulmaén, H.On. O et al, 2006; Kiningham, 1998;
higado, leucemia). em e Wiseman y Halliwell, 1996a; Buschfort
et al., 1997.

Isquemia-Reperfusion H,O,, O, Manfred y Eberhardt, 2001; Mao et al.,




(corazon, cerebro, pulmon,

rifién).

1993; Aguilar et al., 2007; Kamada et
al., 2007 ; Zheng et al., 2005.

Aterosclerosis

H,O,, O, OH’

Manfred y Eberhardt, 2001; Ryszawa
et al., 2006; Surdacki et al.,, 2007 ;
Torzewski et al., 2007.

Goth, 2006; Thum et al., 2007 ; Chirino

Diabetes H,0,, O, ONOO™

et al., 2006.

Chiou et al., 2006; Wang y Weinman
Hepaititis H,0,, O, OH’ 2006; Uchiyama et al, 2006;

Groenbaek et al., 2006.

Cemek et al., 2006 ; Tan et al., 2006.
Neumonia NO’, ONOO~NO; H,O, |Khan et al., 2005 ; Ader et al., 2007 ;

Ren et al., 2006.

Artritis reumatoide

H,0,, O, HO", ONOO—

Surdacki et al., 2007; Chirino et al.,
2006.

Enfermedad de Huntington

OH’, O, ONOO~, NO’

Firdaus et al., 2006 ; Orozco-Ibarra et
al., 2006; Browne y Beal, 2006;

Goswami et al., 2006.

Enfermedad de Parkinson

OH’, H,0,, O, ONOO~, NO’

Manfred y Eberhardt, 2001; Dickson,
2007; Mancuso et al., 2006; Orozco-
Ibarra et al., 2006; Shukla et al., 2006.

Enfermedad de Alzheimer

OH’, O, ONOO~, NO’

Manfred y Eberhardt, 2001; Siegel et
al., 2007; Mancuso et al., 2006;

Newman et al., 2007.

1.7.3. ESTRES OXIDATIVO Y NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR K ,Cr,0-

Hay evidencia de que en el mecanismo de la IRA inducida por K,Cr,O; esta implicado el

estrés oxidativo y nitrosativo (Pedraza-Chaverri et al., 2005).

Anteriormente se menciono que una vez que el K;Cr,O; penetra en las células, son

reducidos por enzimas como la citocromo P450 y por moléculas reductoras como el glutation

y el acido ascorbico, generandose otro iones reactivos de Cr como ERO (Dartsch et al.,

1998) por lo tanto provocar dafio oxidativo en hepatocitos (Bagchi et al., 1997), en cerebro

(Travacio et al., 2001) y en rifidon (Bosgelmez y Guvendik, 2004; Arreola-Mendoza et al.,

2006).




El mecanismo por el cual se incrementa la produccién de ERO aun se desconoce pero en

estudios in vitro utilizando espectroscopia de resonancia paramagnética se ha sugerido que:

En presencia de GPx y de NADPH, el Cr®" se reduce a Cr** generando OH’ (Shi y
Dalal, 1989; Xie y Zhuang, 2001).

Otros estudios indican que el Cr®" puede interaccionar con grupos tioles como por
ejemplo el del GSH produciendo Cr**, el cual es capaz de reducir al oxigeno
molecular generando O, (Figura 6). El O,"~a su vez es reducido por la accion de la
SOD y el H,0, que se produce al interaccionar con el Cr** mediante una reaccién tipo
Fenton se produce la ruptura de la molécula de H,O, generandose el OH" (Figura 6)
(Jones et al., 1991; Liu y Shi, 2001; Hojo y Satomi, 1991; Pourahmad y O’Brien, 2001,
Sugiyama, 1992).

Cr® +GSH > Cr°> +GS
Cr*+0,>Cr*+o0,”
Cr® +H,0,> OH- + Cr® + OH

Figura 6. Mecanismo propuesto para la formacion de radi cales OHe y O ,""dependientes de Cr * o Cr**.

Algunos estudios in vitro sugieren que la reaccion anterior puede generar, ademas de OH’, el

0, con la participacién de algunas moléculas de agua (Kawanishi et al., 1986).

Ademas se demostrd el aumento de estrés oxidativo en el dafio renal inducido por el K,Cr,07

(Sengupta et al., 1992; Liu y Shi, 2001; Bagchi et al., 1997) mediante la evaluacion de los

siguientes parametros:

Lipoperoxidacion: El K,Cr,O7 incrementa la lipoperoxidacion a las 24 horas después
de haber administrado el toxico y alcanza un maximo a las 48 horas observandose
valores basales a las 72 horas (Arreola-Mendoza et al., 2006; Huang et al., 1999).
Actividad de los sistemas antioxidantes enzimaticos en rifién: Después de 48 horas de
la administracion de K,Cr,O7 no se encuentran cambios en la actividad enziméatica de
Cu, Zn-SOD, Mn-SOD y GPx. Sin embargo se observa un aumento de la actividad de
la hemo oxigenasa-1 y una disminucion de 25% y 40% en la actividad de GR y
catalasa, respectivamente (Barrera et al., 2003a y b).

Contenido de grupos carbonilo: Se reporta un aumento del 33.3% y 25% del contenido

de grupo carbonilo en proteinas en el grupo tratado con K,Cr,O7 respecto al grupo



control después de 24 horas y 48 horas de la inyeccion con K,Cr,O; (Barrera et al.,
2003Db).

= 3-nitrotirosina: Se encontré un aumento al de 3-nitrotirosina a partir de las 24 horas
después de la administracion de K,Cr,O7y se alcanzaron valores basales a partir del
dia 8 (Pedraza-Chaverri et al., 2005).

= Excrecién urinaria de nitratos y nitritos: Hay una disminucién en la excrecién urinaria
de nitratos y nitritos 48 horas después de haber administrado el K,Cr,O; y se

observaron valores basales a partir del dia 6 (Pedraza-Chaverri et al., 2005).

Cabe mencionar que la excrecion urinaria de nitratos y nitritos se relaciona con la produccion
de NO'. La disminucién de este parametro se relaciona con una disminucion en la produccion
de NO’ en las ratas tratadas con K,Cr,O; lo que sugiere que el NO’ pudiera estar
reaccionando con el O, para generar ONOO™y otras ERN que intervienen en la nitracion de
proteinas. Por tanto ambos procesos se relacionan: el aumento en la 3-nitrotirosina y la

disminucién en la excrecion urinaria de nitratos y nitritos (Pedraza-Chaverri et al., 2005).

1.8. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE
El organismo ha desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidante enzimatica y

no enzimatica, disefiados para protegerse de la accion de las ERO.

Un antioxidante es cualquier sustancia que, en bajas concentraciones comparado con el
sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato
(Halliwell, 1995).

Pueden actuar previniendo la formacién de ERO, interceptando el ataque de las ERO,
secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas, amplificando la
resistencia de las macromoléculas sensibles al ataque de las ERO, facilitando la reparacion
del dafio causado por las ERO y manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de

otros antioxidantes.

Desde un punto de vista bioquimico, se clasifican en antioxidantes enzimaticos y

antioxidantes no enzimaticos.

1.8.1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
Existen varias enzimas destinadas a convertir las ERO menos reactivas en moléculas

inocuas, antes de que promuevan la generacion de moléculas més reactivas, capaces de



reaccionar y dafar las estructuras celulares. Algunos de estos sistemas se muestran en la
Tabla 5 (Wells et al., 2005; Mates et al., 1999; Rahman et al., 2006; Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006).

Tabla 5. Sistemas antioxidantes enzimaticos
ENZIMA FUNCION LOCALIZACION

Superoéxido Es una metaloenzima que cataliza la reaccion

_ . Matriz mitocondrial y
dismutasa que transforma el O, en H;O,. Puede|
) citoplasma celular.
(SOD) contener manganeso o cobre y zinc.

La catalasa participa en la reduccion de H,O; a _
) Peroxisomas,
Catalasa través de una reaccion que da lugar aaguay a| _ _
mitocondrias y citosol.
una molécula de oxigeno.

Es una selenoenzima presente en varias

isoformas:  citosdlica, plasmatica y de

Glutation . _ . o Matriz mitocondrial,
] fosfolipidos. Cataliza la reduccion de peroxidos |
peroxidasa ] _ | citosaol, membrana
empleando dos moléculas de glutation reducido »
(GPx) . _ plasmatica.
(GSH) y formando glutation oxidado (GSSG) y
el agua.
Glutation Cataliza la reduccion de GSSG a dos|
Citoplasma.

reductasa (GR) | moléculas de GSH empleando NADPH.

Glutation-S- | Cataliza la conjugacion de GSH con una gran

transferasa cantidad de compuestos organicos. Puede |Citosol y microsomas.

(GST) reducir hidroperéxidos de lipidos.

1.8.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Son algunos compuestos que poseen la capacidad de interaccionar directamente con las
ERO. Se clasifican en sistemas enzimaticos hidrosolubles y liposolubles. Algunos de estos
sistemas se muestran en la Tabla 6 (Waring et al., 2003; Halliwell y Gutteridge 1999;
Rahman et al., 2006; Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006):

Tabla 6. Sistemas antioxidantes no enzimaticos.

SISTEMA ANTIOXIDANTE Y

. CARACTERISTICAS GENERALES CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
LOCALIZACION

Sistemas antioxidantes no enzimaticos hidrosolubles.

GLUTATION (GSH) El GSH es el tiol no proteico mas abundante en las | Reacciona con HO- y O, , asi




células de mamiferos. El GSH esta constituido por 3

aminoacidos: acido glutamico, cisteina y glicina.

como radicales libres organicos

INTACELULAR Y

INTRACELULAR
p ., Previene la formacion de
ACIDO URICO Se produce durante la oxidacion de hipoxantina y ) o
) ) ) ) i productos de lipoperoxidacion
xantina por la enzima xantina oxidasa esta presente en .
Atrapa HOe, O, y ROOH, se
EXTRACELULAR suero. .
une a metales de transicion.
Esta vitamina es efectiva contra
VITAMINA C Sus caracteristicas  estructurales le  permiten | el O,", H,O2, HOe. En solucién

reaccionar con ROS oxidandose a dihidroascorbato.
Las mayores fuentes de ascorbato en la dieta son las

frutas, especialmente los citricos.

acuosa también puede

reaccionar con especies de

nitrégeno reactivas, previniendo

TEJIDOS Y SANGRE

EXTRACELULAR
la nitracién de moléculas diana.
Sistemas antioxidantes no enzimaticos liposolubles.
La bilirrubina es el producto final de la degradacion del | Se ha demostrado in vitro, que
BILIRRUBINA grupo hemo en mamiferos. Es un compuesto amarillo | actia sobre radicales peroxilo y

brillante, insoluble en agua, capaz de unirse

fuertemente a la albGmina.

'0,. la albGmina

contra el dafio por RL.

Protege a

VITAMINA E

Bajo esta denominacién se incluye una familia de

La vitamina secuestra radicales

compuestos  fendlicos llamados tocoferoles vy | peroxil lipidicos dando
tocotrienoles. hidroperoxidos  lipidicos vy
MEMBRANAS, FLUIDOS Las fuentes ricas de vitamina E son los aceites | radical tocoperoxilo es
EXTRACELULARES vegetales (girasol, maiz, de soja y de semilla de |bloqueador de la cadena de
algodon) y productos hechos a partir de estos aceites | lipoperoxidacion en la fase de

como la margarina o la mayonesa. propagacion
B-CAROTENO Precursor de la vitamina A, se encuentra distribuido | impide la lipoperoxidacion al
MEMBRANAS ampliamente en tejidos de vegetales como las |reaccionar principalmente con

zanahorias.

el'o,yel OH

1.8.3. ANTIOXIDANTES Y LA IRA INDUCIDA POR K ,Cr,07

Algunos antioxidantes como el acido el ascorbico, la vitamina E, la N-acetil cisteina, el alfa-

tocoferol y el glutation previenen el dafio renal inducido por K,Cr,O7 (Tabla 7) mientras que la

inhibicién de la biosintesis de GSH aumenta el dafio renal (Appenroth y Winnefeld, 1998;
Hojo y Satomi, 1991; Na et al.,, 1992; Standeven y Wetterhahn, 1991; Sugiyama, 1992;
Arreola-Mendoza et al., 2006).

Tabla 7. Disminucién del dafio renal inducido por Cr

® por el uso de antioxidantes.

MODELO DOSIS ANTIOXIDANTE REFERENCIA.
Ratas hembra K>Cr,05 Alfa-tocoferol 125 mg/kg via|Arreola-Mendoza
Wistar de 200 g. |15 mg/kg via s.c |oral por 7 dias. et al., 2006




Ratas macho
Wistar
150-170 g.

Tenox GT-2 que contiene 9%

de alfa-tocoferol y 46% de

gamma-tocoferol. Se
Nazcrzo7 o ;
_ administro 10 y 100 mg/100 g
(Dicromato de _
dio) de peso disuelto en 0.5 mL de | Appenroth et al.,
sodio).
aceite de oliva/100 g de peso, | 2001
1 mg/100 g de L i
] se administr6  por via
peso via s.c.

intramuscular (i.m.) después
de administrado el toxico a

diferentes tiempo.

Ratas macho
Wistar
(100-120 g).

K2Cr207 Vitamina B6 100 mg/kg via
127 mg/kg vialoral 12 horas antes de| Anand, 2005

oral. administrar el K,Cr,0O4.

Polluelos de 2

dias de nacido.

Glutation 50 mg/kg/dia, un
K>Cr,0y complejo de vitamina B 20 |Chundawat y
10 mg/kg/diai.m. |mg/kg/dia y vitamina E 60|Sood, 2005

mg/kg/dia i.m. por 7 dias.

Conejos machos.

K2Cr,07 _ . ) Yousef et al,
i Acido félico 8.3 g/kg via oral
5 mg/kg via oral. 2006

El ajo en polvo y el &cido nordihidroguayarético atrapan e inhiben la produccion de ERO, por

esto, son objeto de estudio ya que pueden tener algun efecto benéfico sobre la IRA inducida

por K>Cr,07.

1.9. AJO

Figura 7. El ajo

El ajo (Figura 7) cuyo nombre cientifico es Allium sativum es una planta
gue ha sido objeto de mudltiples investigaciones, es utilizada como
condimento en las comidas, pero también se ha consumido
tradicionalmente como un remedio y como una medicina popular desde
hace muchos afios en todo el mundo, debido a que se le atribuyen
diferentes propiedades como antimicrobiano, antimicotico,

antineoplasico,  cardioprotector,  inmunosupresor,  hipoglicémico,

hipolipémico y antioxidante (Sato y Miyata, 2000; Koch y Lawson, 1996; Rietz et al., 1993;

Ismail et al., 1999).



La composicion del ajo es muy compleja. Los compuestos mas abundantes de los dientes de
ajo son: agua, carbohidratos, fibras, proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerales, entre
muchos mas (Lawson 1998). Ademas es uno de los vegetales que contiene niveles elevados
de selenio, lo que contribuye principalmente a sus propiedades antineoplasicas (Koch y
Lawson 1996; Lawson 1998). También posee un alto contenido de compuestos azufrados,
entre los cuales se encuentra la S-alquil-L-cisteina sulfoxidos y la y-L-glutamil-S-alquil-L-
cisteinas siendo la alina el compuesto de azufre mas abundante en el ajo. Esta Ultima se
encuentra compartamentalizada dentro de las células, por tanto, cuando el ajo sufre algun
proceso mecdnico, esto es cuando es cortado y/o triturado, la enzima vacuolar alinasa que
se encuentra en las células mesdfilas, rapidamente actlda sobre la alina para formar la alicina
y ésta ultima debido a su inestabilidad y a diferentes condiciones de tratamiento da lugar a la
formacion de otros compuestos organosulfurados, alilsulfuros o polisulfurados que son
olorosos, altamente volatiles y con efectos antitrombdticos (Block, 1996). La alicina, es el
principal constituyente del olor caracteristico del ajo, que estad presente en el ajo fresco

picado y en polvo. La alina es inodora y es el compuesto de azufre mas abundante del ajo.

1.9.1. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Ya que los antioxidantes son importantes en el tratamiento de padecimientos como el cancer
y la aterosclerosis, numerosos estudios en animales y en humanos han sido conducidos con
ajo (Koch y Lawson 1998; Lawson 1998). Dichos estudios han demostrado consistentemente
buena actividad la cual se ha hecho evidente por una disminucion de la lipoperoxidacién, un
incremento en el atrapamiento de RL’s, la inhibicibn de la produccion de RL’'s y un
incremento en GSH (Lawson 1998; Foélder y Blackwood 1991).

La gran mayoria de las investigaciones analiticas y farmacoldgicas del ajo estan enfocadas a
Sus compuestos con azufre por esto se han buscado aislarse y sintetizarse para poder
estudiar sus propiedades terapéuticas. Varios de estos compuestos poseen actividad

antioxidante como se muestra en la Tabla 8 (Block, 1996).

Debido a que el ajo contiene un gran numero de compuestos organosulfurados se han
estudiado en diferentes preparaciones del ajo, entre las cuales se encuentra: el extracto de
ajo envejecido, el ajo deshidratado y el ajo en polvo que estan disponibles como tabletas,
grageas, capsulas y extracto hidroalcohdlico. En la Tabla 9 se muestra algunos modelos en
los cuales las preparaciones del ajo y los compuestos organosulfurados han tenido algun

efecto benéfico.



1.9.2. AJO EN POLVO
El ajo en polvo es utilizado como condimento en la preparacién de alimentos y también
posee propiedades terapéuticas por esto lo encontramos comercialmente en forma de

tabletas, grageas y capsulas (Block, 1996; Lawson, 1998).

Tabla 8. Algunos compuestos organosulfurados con propiedades antioxidantes
COMPUESTO CON
AZUFRE

ACTIVIDAD REFERENCIA

Reduce la produccion de OH’
Alina Atrapa H,0,

Inhibe la lipoperoxidacion

Kourounakis 'y Rekka
1991; Chung, 2006.

Reduce la produccion de OH’
Kim et al., 2006; Chung,
o Atrapa H>O,, ONOO™
S-alilcisteina _ ) L 2006; Padmanabhan vy
Inhibe la lipoperoxidacion _
Prince, 2006.

Inhibe la produccién de O,

Ide et al., 1996; Sumioka

et al.,, 1998; Imai et al.,
_ o Atrapa H;0, i
S-alilmercaptocisteina _ ) L 1994; Pedraza-Chaverri et
Inhibe la lipoperoxidacion

al., 2004a.

Wau et al., 2005; Koh et al.,
Dialil disulfuro Inhibe la lipoperoxidacion 2005; Fanelli et al., 1998.

Alil sulfuro y propil

_ Inhiben la lipohidroperoxidacién Yang et al., 1993.
disulfuro
Reduce la produccion de OH’
Alicing Inhibe la lipoperoxidacion Prasad et al., 1995; Xiao y
Atrapa O, in vitro Parkin, 2002.

Tabla 9. Modelos experimentales en donde se observod un efecto benéfico que se le
atribuy6 a la capacidad antioxidante del ajo y sus compuestos.
TRATAMIENTO ESTUDIO REFERENCIA




Dieta enriquecida con

polvo de ajo al 2%.

Dafio por isquemia-reperfusion en

preparaciones de corazon aislado de ratas

alimentadas con ajo crudo por 8 semanas.

Rietz et al., 1993

Nefrotoxicidad inducida por gentamicina
en ratas alimentadas con ajo por 2

semanas.

Pedraza-Chaverri et al.,
2000a

Extracto de ajo
envejecido
(AGE)

Nefrotoxicidad inducida por gentamicina
en ratas, intraperitoneal 1.2 mL /kg 2 dias
antes y por 4 dias después de inducir el

dafo.

Maldonado et al., 2003a

Nefrotoxicidad inducida por ciclosporina A,
en ratas, se administro AGE via oral 0.25-
2 gl/kg/dia tres dias antes y 7 dias
después de inducir el dafio.

Wongmekiat y
Thamprasert, 2005

S-alil cisteina (SAC)

Dafio por isquemia-reperfusion en cerebro
de ratas 300 mg/kg, via intraperitoneal, 30

minutos antes de la isquemia

Numagami et al., 1996;
Numagami y Ohnishi, 2001.

Insuficiencia renal aguda inducida por
gentamicina en ratas, 125 mg/kg/12 h, via

intraperitoneal, por 6 dias.

Maldonado et al., 2003b

Alicina

Dafio por isquemia-reperfusién en pulmén

de ratas.

Batirel, 2002

Dialildisulfuro

Insuficiencia renal aguda inducida por
gentamicina en ratas, dosis 50 mg/kg/12

h, via intragastrica, por 4 dias.

Pedraza-Chaverri, 2003

S-alilmercaptocisteina
(SAMC)

Previene parcialmente el dafio renal
funcional y estructural inducido por
gentamicina.

Pedraza-Chaverri et al.,
2004.

La capacidad antioxidante del ajo en polvo se ha estudiado en extractos acuosos y se ha

visto que es capaz de atrapar OH" (Lewin y Popov, 1994), O, (Torok et al., 1994). Ademas

inhibe la oxidacién de las lipoproteinas (Pedraza-Chaverri et al., 2004b), esta capacidad se le

atribuye a compuestos como la S-alilcisteina, N-acetil-S-alilcisteina, S-etilcisteina, N-

acetilcisteina, alina, dialil sulfuro, dialil disulfuro y S-alilmercaptocisteina. La alicina es capaz

de atrapar OH’ e inhibir la lipoperoxidacion y prevenir el dafio a pulmones inducida por

isquemia-reperfusion (Pedraza-Chaverri et al., 2006).




El ajo en polvo se ha utilizado como suplemento alimenticio en varios modelos en donde se

observaron efectos de prevencion y de proteccion como se muestra en la Tabla 10.

Debido a las propiedades antioxidantes del ajo en polvo, su bajo costo y su uso extendido, es
atractivo estudiar su efecto terapéutico en el dafio renal mediado por las ERO. En este
trabajo se planteé el uso del ajo en polvo, porque es una de sus formas de mayor consumo y
debido a que se sabe que durante el proceso de deshidratacion el ajo en polvo no pierde sus

propiedades antioxidantes.

Tabla 10. Efecto del tratamiento con una dieta suplementada con ajo en polvo al 2%.

DIETAY TIEMPO DE
TRATAMIENTO

EFECTOS REFERENCIA

Dieta al 0.5, 2 'y 5% por 11 Efecto quimiopreventivo en
Kweon et al., 2003
semanas. ratas.

Previene la hepatotoxicidad

Dieta al 4% por 14 dias Oboh, 2006
en ratas
Inhibe el proceso
Dieta al 5% por 2 semanas |carcinogénico en higado y Singh et al., 2006

coloén de rata.

_ Inhibe el proceso aterogénico
Dieta al 1% por 12 semanas.

en conejos. Kwon et al., 2003
Proteccion en la

Dieta al 2% por 28 dias. hipocolesterolemia  inducida Ismael et al., 1999
en conejos.

_ Reduce el estrés oxidativo en ] o
Dieta al 2% por 8 semanas o , Kempaiah y Srinivasan, 2004
ratas hiperlipidemicas

Disminuye el dafio nefrético
Dieta al 2% por 84 dias. inducido por puromicina de| Pedraza-Chaverri et al., 2000b

aminonucléosido en ratas.

Disminuye el dafio nefrético
Dieta al 2% por 2 semanas. |en ratas inducido por| Pedraza-Chaverri et al., 2000a

gentamicina.

1.10. ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO (NDGA)
Larrea tridentata (Figura 8) es una planta que mide de 0.6 a 3 metros de altura encontrada

en el suroeste de América y noreste de México. Esta planta es conocida como chaparral. Las



hojas de esta planta se utiliza en la fabricacion de adhesivos, poseen un alto contenido de
proteinas que le permite utilizarlo para consumo animal, se utilizan en preparacion de
infusiones para el tratamiento contra la fiebre, los cdlicos, los trastornos digestivos, el dolor,
el reumatismo, entre muchas més, ademas la resina que poseen las hojas se utiliza para
tefiir cuero, para la elaboracion de grasas, aceites, lubricantes, barnices y jabones, de esta
resina se han extraido fenoles que se han utilizado en la fabricacién de pinturas y plasticos.

Pero también el botdn de la flor se ha utilizado como condimento (Lambert et al., 2002).

Figura 8. Larrea tridentata

Esta planta es una mezcla de mas de 300 compuestos, entre los que se encuentran:
flavonoides glicosilados, esteroles, sapogeninas, aceites esenciales, monoterpenoides y
sesquiterpenoides aromaticos, alcaloides y lignanos (Arteaga et al., 2005). El principal
componente que se ha encontrado en la superficie de las hojas de la planta y que representa
alrededor del 10-15% del peso seco de la planta y un 80% los compuestos fendlicos
presentes en la resina que se extrae de la hojas de la planta es un lignano conocido como el
NDGA (Figura 9) (Schultze-Mosgau et al., 1998; Fujimoto et al., 2004; Arteaga et al., 2005).

CHy  CHy

- | -
HD‘§_;>—CHE—:‘:H—CH—CH‘-. % i aOH

HEY CH

Figura 9. Estructura quimica del NDGA.

El NDGA fue utilizado como aditivo alimentario, principalmente para la preservacion de
aceites, mantequillas y en general de grasas ejerciendo efecto como antioxidante.

Posteriormente se detectd que el NDGA producia dafio y quistes en el rifién en ratas que



recibieron una dieta suplementada con NDGA, Goodman et al., (1970) utilizé6 una dieta de
NDGA al 2% por 15 dias en ratas normales y Gardner et al., (1978) utilizé una dieta de
NDGA al 2% por 22 dias en ratas normales, esto corresponde a una dosis de 1.1 g/kg/dia
para una rata de 300g. Lambert et al., encontré que la dosis hepatotoxica letal 50 en ratones
es de 75 mg/kg intraperitoneal (i.p.). Como consecuencia de estos resultados fue eliminado
de las listas de la FDA y se prohibié su uso en alimentos. Sin embargo, se ha continuado
investigando exhaustivamente su comportamiento en diferentes modelos ya que se ha
encontrado que el NDGA presenta excelentes propiedades antioxidantes, actividad anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antineoplésica, antifingico entre otras mas. En estudios in vitro
el NDGA se ha utilizado como inductor de apoptosis en lineas celulares cancerigenas a
concentraciones entre 2.5-200 uM tal es el caso de células cancerigenas pancreaticas
humanas (Tong et al., 2002), células de carcinosarcoma de rata W256 (Tang et al., 1997),
células EMT6 de carcinoma de rata (Shi y Pardini, 1995), ademas induce estrés oxidativo y
lipoperoxidacion en hepatocitos clon-9 de rata a concentraciones de 20-100 yM (Sahu et al.,
2006). De igual forma in vitro se ha demostrado la disminucién del dafio neurotéxico inducido
por N-metil-D-aspartato usando 100 yM de NDGA en neuronas del hipocampo de ratas
(Rothman, 1993) y en Fibroblastos V79 inhibe la lipoperoxidacion utilizando concentraciones
de 1-10 uM (Robinson et al., 1990).

Por lo tanto en dosis bajas el NDGA se ha utilizado en el tratamiento de varios padecimientos
como: anemia, artritis, reumatismo, bronquitis, diabetes, tuberculosis, uUlceras e indigestion,

diarrea, infecciones de las vias urinarias, entre muchas mas (Arteaga et al., 2005).

1.10.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El NDGA posee excelentes propiedades antioxidantes. Es un inhibidor no selectivo de la
lipooxigenasa y de la xantina oxidasa por lo tanto previene la formacion de ERO (Cheng y
Jan 2002; La et al., 2003; Nishimura et al., 2004; Anjaneyulu y Chopra, 2004). Y es capaz de
atrapar OH", O, *O,, ONOOTin vitro y de prevenir la nitracion de proteinas in vivo (Floriano-
Sanchez et al., 2006).

Aprovechando su capacidad antioxidante se ha utilizado en varios modelos (Tabla 11)
observando un efecto benéfico ante el tratamiento con NDGA.

Debido a que el NDGA a dosis bajas es responsable en varios modelos del efecto protector y
es de origen natural también se convirtié al igual que el ajo en polvo en objeto de estudio del

efecto sobre la IRA inducida por K,Cr,05.



Tabla 11. Efectos benéficos del tratamiento con NDGA.

EFECTO TRATAMIENTO REFERENCIA
Administracion por 4 dias de NDGA 10

Atenua el dafio post-isquémico | mg/kg i.p. disuelto en DMSO 30 minutos

. . B i Shishido et al., 2001
neuronal. antes de la isquemia y 3 dias después de

la isquemia.

Proteccion en el dafio
pulmonar inducido por Se administré el NDGA a 20 mg/kg s.c. | Floriano-Sanchez et al.,
exposicion diaria de 0.05 ppm usando bombas miniosméticas 2006

de ozono por 7 dias.

Proteccion contra el dafio 1-2 mg de NDGA al dia en 0.2 mL de Ansar et al., 1999

renal inducido por Fe-NTA. aceite de maiz via oral por una semana.

Previene la nefropatia Anjaneyulu y Chopra,
o 5-10 mg/kg s.c. por 4 semanas.
diabética. 2004

Reduce la formacién de

metabolitos que se producen ] )
_ _ 0.1 mg/kg s.c. antes de la isquemia. Aktan et al., 1993
en procesos de isquemia-

reperfusion en cerebro.

El tercer compuesto que se estudio es el PJ34 un inhibidor selectivo de la PARP.

1.11. POLI-ADP-RIBOSA POLIMERASA (PARP)

La poli (adenosina-5’-difosfato-[ADP]-ribosa) sintetasa también conocida como PARP es una
enzima nuclear de 113 kDa abundante en las células eucaridticas que esté involucrada en
diversos procesos tales como reparacion y replicacion del ADN, transcripcién génica, muerte
celular y respuesta inflamatoria (Shall y De Murcia, 2000; Jagtap et al., 2002; Dantzer et al.,
2006). La PARP se activa en respuesta a dafios en el ADN generados por diferentes agentes
genotoxicos tales como radiacion ionizante, agentes alquilantes y/o radicales libres. Se ha
observado actividad de la PARP durante los procesos de reparacion por escision de bases y
reparacion de dafios de cadena simple (Tulin y Sprading, 2003; Gordon-Shaag et al., 2003;
Burkle, 2005; Schreiber et al., 2006; Abdelkarim et al., 2001).

Esta enzima posee tres dominios principales: a) un dominio de union al ADN situado en el
extremo amino a través del cual se produce la interaccion de PARP con el ADN, lo cual
estimula la actividad catalitica de la enzima, b) un dominio de automodificacion que

comprende la mayoria de sus residuos de &cido glutamico que son modificados por poli-



ADP-ribosilacion y en el carbono terminal y ¢) un dominio catalitico de unién a la adenina
dinucleétido de nicotinamida (NAD") (Burkle, 2005; Burkle, 2006; Schreiber et al., 2006).

La PARP cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa procedentes del sustrato NAD"
sobre los residuos carboxilicos de glutamico y aspartico de una serie de proteinas nucleares
como histonas, factores de transcripcion y enzimas que reparan el dafio al ADN incluyendo a
la PARP formando un polimero de poli-ADP-ribosa que alcanza una extension de
aproximadamente 200 elementos unidos por enlaces glicosidicos de ribosa-ribosa y con
ramificaciones por cada 20-50 unidades de ADP-ribosa (Alvarez-Gonzalez et al., 1999, Kraus
y Lis 2003; Virdg y Szabd, 2002). Esta modificacion constituye un tipo de modificacion
postraduccional covalente que permite a estas proteinas modificar su funcién biolégica en un
momento determinado y activar una serie de procesos celulares (Burkle, 2005; Schreiber et
al., 2006)

De este modo una vez detectado el dafio al ADN por la PARP se une al ADN, activandose e
iniciandose la sintesis del polimero y ocasionando la modificacién postraduccional de una
serie de proteinas implicadas en la reparacion del dafio mediante la poli-ADP-ribosilacion
(D’Amours et al., 1999) haciéndola de esta forma mas accesible a las proteinas que
participan en el complejo de reparacion del ADN. Ademas PARP también participa en el
reclutamiento y regulacion de las proteinas que forman parte de este complejo como ADN-

polimerasa B y la ADN ligasa Ill (Leppard et al., 2003).

El dafio del ADN activa la PARP, que a su vez agota la concentracion intracelular de su
sustrato NAD", retardando la velocidad de la glucdlisis, del transporte de electrones, como
consecuencia disminuye los niveles de ATP y afecta el transporte de Ca?. El Ca®'
desempefia papeles importantes como sefializador intracelular, un incremento de Ca?'
extracelular puede conducir a la muerte celular por activacion de diferentes enzimas,

endonucleasas, proteasas o fosfatasas (Figura 10).

En la necrosis todo el contenido celular escapa a los tejidos vecinos ocasionando una
respuesta inflamatoria a su alrededor (Abdelkarim et al., 2001). Este proceso de necrosis y
disfuncion conlleva a determinadas circunstancias patologicas, tales como procesos
inflamatorios e isquémicos (Figura 10) (Pieper, 1999a; Pieper, 1999b; Virag y Szabo, 2002).
Una caracteristica comun a todos estos procesos relacionados con la inflamacion (Figura 11)
es la liberacion de mediadores pro-inflamatorios y la formacion de radicales libres como el
ONOO- que es un potente activador de PARP (Scott et al., 2004a).



Darfios en el ADN
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Figura 10. Esquema donde se muestra como se activa la PARP y conduce a la apoptosis.

Una moderada activacion de PARP es beneficiosa en los procesos inflamatorios, no siendo
conveniente su inhibicion (Nagayama et al., 2000). Sin embargo ante elevadas
concentraciones de oxidantes las células disparan otras rutas citotoxicas independientes de
la PARP que ocasionan dafios celulares importantes, pueden existir efectos citotoxicos
sinérgicos entre la actividad de PARP y estos procesos celulares independientes de la
PARP. En este caso la inhibicién farmacoldgica de la PARP resulta en un tratamiento parcial

gue puede influir en la mejora de diversas patologias que involucran procesos inflamatorios.

1.11.1. N-(6-OXO-5,6-DIHIDROFENANTRIDINA-2-IL)- N,N-DIMETILACETAMIDA
‘HCL] (PJ34) COMO INHIBIDOR DE LA PARP
Los inhibidores de la PARP ejercen su accién a través de su unién al dominio catalitico de

PARP, ocupando transitoriamente el centro de unién para NAD+, lo que se conoce como



inhibicion competitiva. Existe hasta 170 farmacos inhibidores de PARP: derivados de
quinazolinas, isoquinolinas y analogos, fenantridinonas y naftalimidas (Banasik et al., 1992;
Banasik y Ueda, 1994).

ESTIMULOS PRO-INFLAMATORIOS
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Figura 11. Esquema donde se muestra la relacion entre el proceso inflamatorio, la activacion de la PARP

y el estrés oxidativo.

Un potente inhibidor que bloquea la actividad enzimética de la PARP debe poseer un anillo
heterociclico poliaromético rico en electrones (dador de electrones para el grupo amida)
necesario para su union a la zona del dominio catalitico en sustitucion del NAD+. Ademas
debe contar con la presencia de un grupo amida (-CONH,) con al menos un protén sin

sustituir y debe estar conjugado con diversos grupos aromaticos ricos en electrones para la



capacidad donadora de electrones al grupo amida. Un inhibidor selectivo de la PARP es el

PJ34 (Szab et al., 2006b).

El PJ34 cuyo nombre quimico es: N-(6-Oxo-5,6-dihidrofenantridina-2-il)-N,

dimetilacetamida'HCI] y su estructura quimica se muestra en la Figura 12
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Figura 12. Estructura quimica del PJ34.

N-

Es un derivado de las fenantridinonas, con un peso molecular de 331.80. Es soluble en agua

(Scott et al., 2004b).

En varios procesos patolégicos derivados de diferentes respuestas inflamatorias como en

procesos de isquemia/reperfusion en cerebro, corazon, intestino y rifidn, neuropatias y

retinopatias inducidas por diabetes, en procesos de IRA (Irina et al., 2005, et al., Szab¢ et al.,

2006a; Drel et al., 2006; Devalaraja-Narashimha et al., 2005), choque séptico, choque

hemorragico, diabetes, artritis reumatoide, lupus eritematoso, encefalomielitis, enfermedad

de Crohn, entre otras (Oliver, 1999; Szab6 y Dawson, 1998; Virdg y Szabd, 2002; Pacher et

al., 2002) se ha demostrado que la PARP se encuentra activada. Por tanto la inhibicion

farmacoldgica de PARP por el uso de PJ34 o bien su bloqueo genético, confiere proteccion

frente a estos fendmenos (Tabla 12).

Tabla 12. Efecto del tratamiento con PJ34.

EFECTO AL INHIBIR A LA PARP DOSIS

REFERENCIA

Se administran varias dosis de 1-10
Efecto citoprotector in vitro y mg/kg i.p. de PJ34 durante el

efecto protector en la isquemia- | proceso de isquemia-reperfusion.

Jagtap et al., 2002




reperfusion de la arteria

mesentérica.

Las ratas son infectadas con el
lipopolisacéarido de Escherichia coli y
recibieron 10 mg/kg i.p. de PJ34 1
hora antes y 1 hora después del

tratamiento

Reduce la inflamacion intestinal y
la translocacion
de

aeroginosa en el intestino.

puede limitar

bacteriana Pseudomona

Los conejos recibieron 40 mg/kg

intravenoso (i.v.) de PJ34.

Lobo et al., 2005

Mejora la funcibn cardiaca

asociada con un choque séptico y
nimero de

se incrementa el

animales sobrevivientes.

Se induce el dafo cardiaco con el
lipopolisacarido de Escherichia coli
Recibieron 20 mg/kg i.p. de PJ34

diario por 10 semanas.

Pacher et al., 2002

Efectos antiinflamatorios en varios

modelos de inflamacion locales.

Se utilizaron varias dosis de PJ34 de
0.03-30.0 mg/kg en ratas y ratones
sujetos a varios modelos estandares

de inflamacion.

Mabley et al., 2001

Efecto protector sobre el musculo
esquelético sometido a isquemia-

reperfusion.

Los ratones recibieron 10mg/kg i.m.
de PJ34 durante el procedimiento de

isquemia-reperfusion.

Conrad et

2006.

al.,

Confiere proteccion sobre el dafio
renal inducido por la isquemia-
reperfusion en la arteria toracica
(TARS).

Las ratas recibieron 10 mg/kg i.p. de
PJ34 una hora antes y después de la
TARS.

Stone et al., 2005

Revierten las anormalidades

metabdlicas y funcionales sobre la

neuropatia diabética.

Las ratas recibieron 30 mg/kg/dia por

dos semanas de PJ34.

Li et al., 2004

El K2Cr,O; ha demostrado ser mutagénico en las células eucariotas y procariotas. Uno de los
posibles mecanismos de genotoxicidad del K,Cr,O; sostiene que los niveles celulares de Cr®*
sobrepasan la capacidad de reduccién del citoplasma, entonces éste migra directamente al
nacleo y puede ser reducido in situ sin modificaciones citoplasmaticas, llevando a una
produccion de RL"s muy cerca del ADN formando aductos Cr-ADN, entrecruzamientos ADN-
ADN, ADN-protefna y ruptura de la cadena de ADN (Liu et al., 1999a y b). El Cr®* puede



disminuir la replicacion y fidelidad de la ADN polimerasa, fijAndose directamente a los grupos
tioles a lo largo de la enzima produciendo un dafio oxidativo que la llevan a una inhibicién.
También puede alterar directamente la sintesis de ADN ya que puede disminuir los niveles
de nucledtidos en el interior de la célula, por alteracion de los receptores de membrana
involucrados en la captacion de nucleotidos (nucledtidos permeasas) o0 su captacion por
difusion facilitada, llevando a un imbalance de nucleotidos.

El Cr* es inductor de alteraciéon de cromatidas hermanas, ruptura de las cromatidas,
aberraciones cromosémicas, formacion de sitios alcalisensibles y reacciones cruzadas dentro
de la cadena de ADN. El mecanismo de muerte celular inducida por el Cr®* en donde la
célula muere por dafio en el nucleo, se observa fragmentacion de la cromatina,
condensacion citoplasméatica con conservacion de la membrana celular y los organelos
citoplasmaticos, incluye dafio en la sintesis del DNA y cambios en los ciclos celulares,

mecanismo que parece estar relacionado con los cambios carcinogénicos (Jairo et al., 2004).

Por lo tanto en la IRA inducida por K,Cr,O; la PARP probablemente se encuentra

sobreactivada debido al proceso inflamatorio de la IRA y al dafio al ADN debido al Cr®*,



2. JUSTIFICACION

El modelo de IRA por K,Cr,07 es adecuado para el estudio de esta enfermedad ya que se
sabe que se forman ERO en la toxicidad por K,Cr,O7; y que dichas especies estan
involucradas en el dafio que se observan en la IRA. El tratamiento con alfa tocoferol y
glutation han aminorado el dafio renal inducido por el K,Cr,O; (Arreola-Mendoza et al.,
2006 Chundawat y Sood, 2005).

Por otro lado la sobreactivacion de la PARP ocurre en la IRA siendo responsable del dafio
renal. La inhibicion de esta enzima ha tenido efectos benéficos en varios modelos como
isquemia-reperfusion de la arteria toracica y nefropatias diabéticas en ratas (Stone et al.,
2005; Szabd et al., 2006a). Por lo tanto es probable que la PARP este contribuyendo al

dafio renal inducido por K;Cr,05.

Lo anterior justifica la busqueda de compuestos que no han sido explorados y que pudieran

tener un efecto protector en la nefrotoxicidad inducida por K,Cr,O5.

Los tres compuestos que se estudiaron son: (a) el ajo en polvo porque atrapa e inhibe la
produccion de ERO, (b) el acido nordihidroguayarético (NDGA) porque es un compuesto
gue posee la capacidad de atrapar e inhibir la produccion de ERO. Ambos compuestos

inhiben la lipoperoxidacion y (c) el PJ34, un inhibidor selectivo de la PARP.



3. HIPOTESIS

Dado que el ajo en polvo y el NDGA poseen propiedades antioxidante y que existen
evidencias de que las ERO participan en la IRA inducida por K,;Cr,O; es posible que una
alimentacion suplementada con ajo en polvo y un tratamiento con NDGA prevengan o

aminoren el dafo renal inducido por este compuesto.

Por otro lado existen evidencias de que la sobreactivacion de la PARP en la IRA esta
involucrada en el dafio renal entonces al inhibir esta enzima utilizando PJ34 puede tener un

efecto benéfico en el dafio renal inducido por el K,Cr,05.



4. OBJETIVO GENERAL

* Determinar si la dieta suplementada con ajo en polvo al 2% o las administraciones de

NDGA y PJ34 inducen una mejoria en la IRA inducida por K,Cr,05.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

* En la IRA inducida por el K;Cr,O- evaluar el efecto de la dieta suplementada con ajo en
polvo al 2%, el NDGA y el PJ34 sobre:

a) las alteraciones en la funcion renal,

b) el dafio estructural y

c) el estrés oxidativo.

» Estudiar la expresion y el papel funcional de la PARP en la IRA inducida por el K,Cr,0x.



6. METODOLOGIA

6.1. REACTIVOS Y EQUIPO
Los siguientes reactivos se compraron a Sigma-Aldrich Co. (St. Louis MO, EUA): glutation
reductasa, leupeptina, pepstatina A, aprotinina, dinitrofenilhidrazina (DNPH), guanidina-HCI,
reactivo de Folin, adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH), sulfato de estreptomicina,
p-nitrofenil-N-acetil-R-D-glucosaminido, p-nitrofenol, albimina sérica bovina (ASB), Tris-HCI,
1-metil-2-fenilindol, dicromato de potasio (K,Cr,O7), acido nordihidroguayarético (NDGA),
dimetil sulféxido (DMSO), Triton X-100, hidroxitolueno butilado (BHT). De la marca Merck
(Alemania) se compraron: citrato trisédico y azida de sodio. De la marca J.T. Baker
(Xalostoc, México) se compraron: carbonato de sodio, acido tricloroacético (TCA), acido
etilenediaminetetraacético disédico (EDTA), sales de fosfatos para los amortiguadores, acido
clorhidrico (HCI), hidroxido de sodio (NaOH), alcohol etilico absoluto anhidro (etanol), alcohol
metilico absoluto anhidro (metanol) y acetonitrilo. ElI N-(6-Oxo0-5,6-dihidrofenantridina-2-il)-N,
N-dimetilacetamida'HCI] (PJ34) se compré a Inotek Pharmaceuticals Cop. (Beverly, MA,
EUA), el ajo en polvo fue de Tone Brothers Inc. (Ankeny, 1A, EUA), el pentobarbital sédico
fue de Pfizer (México). El anticuerpo monoclonal anti-4-hidroxinonenal (4-HNE) fue de Oxis
International, Inc. (Portland, OR, EUA). El anticuerpo monoclonal de ratén anti-3-NT se
adquiri6 de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, Ml, EUA). El anticuerpo secundario anti-raton
IgG conjugado con biotina se adquirié de Jackson ImmunoResearch, Laboratories, Inc. (West
Grove, PA, EUA). El H,0, fue de Mallinckrodt Baker Inc. (Xalostoc, México). El estuche ABC-
kit Vectastain se compré a Vector Laboratories (Orton Southgate, Peterborough, UK). La
diaminobenzidina, la hematoxilina de Mayer (Lilie’s Modification) y la eosina se compraron a
DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EUA). El anticuerpo monoclonal pADPRr de raton se
compro a Biomol Internacional LP (Plymouth Meeting, PA, EUA).
Se utilizaron estuches comerciales Sera-pak plus para medir los niveles de nitrdgeno de urea
en sangre (BUN) y creatininina que se compraron a Bayer (Tarrytown, NY, EUA).
Las bombas miniosmoéticas Alzet modelo 2001 se compraron a Durect Corporation
(Cupertino, CA, Model 2004, EUA).
Se utilizo el siguiente equipo:

» Un homogenizador tipo politron Brinkman modelo PT2000.

* Una centrifuga refrigerada Beckman modelo J2-21.

= Un espectrofotdmetro Beckman modelo DU-640 series.

= Un autoanalizador Bayer RA1000.

= Microtomo de rotacion Leica RM 2145.

= Microscopio de luz Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, Alemania).



6.2. ANIMALES Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 200-230 g de peso (del bioterio del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM), que se mantuvieron durante todo el tratamiento
en jaulas metabdlicas con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 horas, con alimentacion y

agua ad libitum.

6.3. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En estudios previos se ha demostrado que la administracion Unica de 15 mg/kg s.c. de
K2Cr,0O7 causa IRA en ratas y que 48 h después de administrado el téxico se observa el
mayor dafio estructural y oxidativo (Barrera et al., 2003a, Barrera et al., 2003b; Arreola-
Mendoza et al., 2006; Pedraza-Chaverri et al., 2005). El K,Cr,0O; se disolvid en solucion

salina estéril (SSI) a una concentracion de 15 mg/mL.

Esquema 1. Se estudio el efecto de una dieta suplementada de ajo en polvo al 2% en la IRA
inducida por K,Cr,O7. Los animales recibieron una dieta suplementada con ajo en polvo al
2% (Pedraza-Chaverri et al., 2000). El procedimiento que se utilizé para preparar la dieta se
muestra en el Esquema 1. Se utiliz6 como dieta control el alimento comercial para rata de la

marca Harlan Tekad (No. catadlogo 2010S).

Se utilizaron 10 ratas que recibieron una dieta suplementada con ajo en polvo al 2% y 10
ratas que recibieron una dieta normal durante 33 dias. Los animales se mantuvieron en cajas
colectivas con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 horas hasta el dia 29. En este dia las
ratas se colocaron en jaulas metabdlicas individuales y al dia 31 se administr6 a cada grupo

SSI o K»,Cr,O; como se indica a continuacion:

1. Grupo CT (n = 5): recibieron 0.2 mL de (SSI) s.c y una dieta normal.

2. Grupo K;Cr,0O7 (n = 5): se administré una dosis Unica de 15 mg/kg s.c. de K,Cr,O;y
una dieta normal.

3. Grupo AJO (n = 5): recibieron 0.2 mL de SSI s.c. y una dieta suplementada con ajo al
2%.

4. Grupo K;Cr,07+AJO (n =5): se administré una dosis de 15 mg/kg s.c. de K,Cr,O7y

recibieron una dieta suplementada con ajo en polvo al 2%.



Se secO por 12 h/55C

|

Se esteriliz6 a 125C/20
min a una presion de 15 Ib.

o
Esquema 1. Procedimiento de preparacion de la dieta.

Esquema 2: Se estudio el efecto del NDGA en la IRA inducida por K,Cr,07.
2.5cm

El NDGA se disolvi6 en DMSO a una concentracion aproximada

2 [!’ i " de 0.58 g/mL. EI NDGA (17 mg/kg/dia) (Floriano-Sanchez et al.,
g 2006) se administr6 subcutdneamente (24 h antes de administrar
Figura 13. Bomba el K,Cr,07) mediante una bomba miniosmaética que permitié una
miniosmotica. liberacién constante de 0.25 uL/h por 28 dias. Para condicionar las
bombas miniosméticas, cuatro de ellas se colocaron en un frasco cubierto de la luz que
contenia SSI y se incubaron a 37 por 48 horas. Co n ayuda de unas pinzas se tomé una de
las bombas miniosmoticas y se inserté una jeringa con el fin de extraer la SSl y el aire
contenidos en la bomba. Posteriormente, con ayuda de una jeringa para insulina (con una
aguja 27G x ¥2"), se llenaron con 0.2 mL de la solucion de NDGA recién preparada. Se repitid
el mismo procedimiento para las tres bombas restantes, tomando en cuenta que dos de ellas
contenian sélo el vehiculo (DMSO; 33.16 mg/mL). Para colocar la bomba debajo de la piel,
cada rata se anestesié con pentobarbital sédico diluido (1:1 v/v) con SSI administrando 0.1

mL/100 g por via i.p., luego se rasuro la parte dorsal de la rata cercana a la cabeza y se hizo



una pequefia incisién, con ayuda de unas pinzas se separaron la piel y el musculo para
colocar la bomba miniosmatica y se sutur6 la herida. Al cuarto dia se extrajo la bomba, se
lavo con SSly se le coloco a otra rata. Este Ultimo paso se repitid6 hasta cumplir con los 28

dias.

Para la realizacidbn de este esquema se utilizaron 52 ratas que se colocaron en jaulas

metabolicas y se formaron los siguientes grupos:

1. Grupo CT (n = 11): recibieron 0.2 mL de SSI s.c.

2. Grupo K;Cr,07 (n = 16): recibié una dosis Unica de 15 mg/kg s.c. de K,Cr,0x.

3. Grupo K;Cr,07;+NDGA (n = 15): se administraron 17 mg/kg s.c. de NDGA 24 h antes
de administrar una dosis Unica de 15 mg/kg s.c. de K,Cr,0O7. La administracion de
NDGA (mediante el uso de la bomba minosmotica) se realizé durante 4 dias.

4. Grupo K;Cr,07#+DMSO (n =10): se administraron 30 mg/kg s.c. de DMSO 24 h antes
de administrar una dosis Unica de 15 mg/kg s.c. de K;Cr,O5... La administracién de

DMSO (mediante el uso de la bomba minosmatica) se realizé durante 4 dias.

Esquema 3: Se estudié el efecto del PJ34 en la IRA inducida por K,Cr,O7, para ello se
utilizaron 35 ratas que se colocaron en jaulas metabdlicas y se formaron los siguientes

grupos:

1. Grupo CT (n = 11): se administraron 0.2 mL de SSI s.c.

2. Grupo K;Cr,07 (n = 12): recibieron una dosis unica de 15 mg/kg s.c de K,Cr,0y.

3. Grupo K,;Cr,07+PJ34 (n = 12): recibieron una dosis de 15 mg/kg i.p. de PJ34 (Mabley
et al., 2001, Li et al., 2004; Stone et al., 2005) 1 hora antes de administrar el K,Cr,O7
(15 mg/kg s.c.) y 6 dosis adicionales de 15 mg/kg 1, 5, 24, 26, 31 y 46 horas después
de la administracion de K,Cr,0O5. La solucion de PJ34 se prepar6 a una concentracion
de 15 mg/mL en SSI.

Durante todo el tratamiento, cada dia se registro el peso de los animales y se recolectd su
orina. Los animales de los grupos tratados con K,Cr,0O fueron sacrificados 48 h después de

la administracion del nefrotoxico mediante decapitacion.



6.4. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Orina: la orina total de 24 horas se centrifugé a 3,000 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se separ6 en alicuotas de aproximadamente 1 mL, se congel6 y

se almacen6 a -80<C hasta su uso.

Suero: la sangre se recolectdé en tubos de vidrio de 13 x 100 mm se dejé coagular a
temperatura ambiente (aproximadamente 30 minutos). Después de centrifugar a 3,000 x g
por 10 minutos a temperatura ambiente, se separé el suero en alicuotas de

aproximadamente 200 pul que se congelaron y se mantuvieron a -80C hasta su uso.

Rifidn: se extrajeron los rifones de cada una de las ratas, se cortaron transversalmente en 5
secciones (una de estas secciones se colocé en formalina al 10%) y el resto se coloco en
papel aluminio para congelarlas inmediatamente con nitrogeno liquido y luego

inmediatamente a -80C hasta su uso.

Homogenado renal con inhibidores de proteasas: De los cortes transversales congelados de
rifidn completo se peso 0.1 g de tejido para preparar homogenados 1:10 (p/v) en 0.9 mL de
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4, que contenia EDTA sddico 1 mM, triton X-100 al
0.1% e inhibidores de proteasas: leupeptina (5 pg/mL), pepstatina A (7 pg/mL) y aprotonina
(5 pg/mL). Se empleé un homogenizador tipo politron durante 10 segundos. Este

homogenado se centrifug6 a 20,937 x g por 20 minutos a 4T y se separ0 el sobrenadante.

Homogenado para medir malondialdehido: Se prepar6 de la forma antes mencionada 1:10
(p/v) en amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.4 y con 20 pL de hidroxitolueno butilado (BHT)
0.5 M. Este homogenado se centrifugé a 2,236 x g por 10 minutos a 4C y se separo el
sobrenadante. Se determiné la concentracién de proteina por el método de Lowry et al.
(1951).

Cortes histoldgicos: El corte de rifion colocado en formalina al 10% se sometidé a
deshidrataciones graduales para luego incluirse en parafina y mediante el uso del microtomo

se prepararon cortes histolégicos de 3 um de grosor.



6.5. DETERMINACIONES

6.5.6. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL

6.5.6.1. NITROGENO DE UREA EN SANGRE (BUN)

La concentraciobn de urea en sangre se determind mediante un ensayo colorimétrico
utilizando un estuche comercial. Este ensayo es una adaptacion de la reaccion propuesta por
Jung et al. (1975), que consiste en la formaciéon en medio acido de un complejo colorido

ortoftaldehido-urea que absorbe a 510 nm (Figura 14):

H + +
CHO XN XN )
4+ HN_ _NH, — I>=0 == |>0

\”/ N _N

CHO (0]

Ortoftaldehido Urea Complejo de ortoftaldehido-urea

Figura 14. Reaccion propuesta por Jung et al., (1975).

El procedimiento se muestra en el esquema 2.

Tubo 1 .| Se colocaron 500 pL de
(blanco) "| o-ftalaldehido 4.8 mM
Se colocaron 500 pL de
Tubo 2 »| O-ftalaldehido 4.8 mMy | \| Semezclarony se
(estandar) 12.5 L del estandar de incubaron 1 minuto.
urea de 50 mg/dL l
Se colocaron 500 pL de una
Tubo 3 Se colocaron 500 pL de o- solucién de borato 87 mM
»| ftalaldehido 4.8 mMy 12.5
(muestra) uL de suero I

Se mezclaron y se incubaron
15 minutos a 37<C.

!

Se calibré con el blanco de
reactivo y se midi6 la densidad
Optica del estdndar y la muestra.

Esquema 2. Procedimiento para medir la concentracion de urea en sangre.

Para calcular BUN, se toma en cuenta que en cada molécula de urea hay dos atomos de
nitrdgeno. Como el peso molecular de cada molécula de urea es de 60 y el peso molecular
del nitrdgeno es 14, la concentracion de urea en sangre se divide entre 2.14 (60/14). La

concentracion de BUN se expreso en mg/dL.



6.5.6.2. CONCENTRACION DE CREATININA EN SUERO

La creatinina presente en el suero y la orina se determiné mediante un ensayo colorimétrico
con un estuche comercial en un autoanalizador mediante la reaccion de Jaffé (Chinn et al.,

1978, Lamb et al., 2005) basado en la formacion en medio alcalino de un complejo colorido

picrato-creatinina que absorbe a 492 nm (Figura 15):

o
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HN/ H HO NH
NO, N
o HsC
Creatinina NH

Acido picrico
Complejo picrato-creatinina

Figura 15. Reaccion de Jaffé (Chinn et al., 1978)

La concentracion de creatinina se expreso en mg/dL.

6.5.6.3. PROTEINURIA
La concentracion de proteinas totales excretadas por la orina se determind por turbidimetria
a 420 nm después de su precipitacion con &cido tricloroacético (TCA) al 12.5% (Pedraza

Chaverri et al., 1999). El procedimiento se muestra en el esquema 3.

Se diluyo la orina de las Tubo 1 || Se mezclaron 1 mL

ratas controles 1:20 —— 1 (blanco de muestra) dilucion y 250 pL de agua
(200 pL orina + 1,900 pL desionizada

de agua desionizada)

Se diluy6 la orina de las
ratas con IRA 1:50 Tubo 2 | | Se mezclaron 1 mL

(40 pL orina + 1,960 pL (muestra) dilucién y 250 pL de TCA
de agua desionizada)

Se incubaron 10 minutos, se agitaron y se
midio6 la densidad éptica. Se calibré con el
blanco de la curva patrén de albumina.

Esquema 3. Procedimiento para medir proteinas totales en orina (Pedraza Chaverri et al., 1999).



Los resultados de densidades Opticas se interpolaron en una curva patron de albimina sérica
bovina (ASB) entre 0.04 y 0.8 mg/mL. Tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas,

el resultado se expres6 como mg de proteina/24 h.

6.5.6.4. EXCRECION URINARIA DE N-ACETIL- R-D-GLUCOSAMINIDASA (NAG)

La actividad de NAG se determind mediante el ensayo de conversién de p-nitrofenil-N-acetil-
3-D-glucosaminido (sustrato) en N-acetil-D-glucosa y p-nitrofenol (Figura 16). El p-nitrofenol
en medio alcalino pasa de su forma protonada a su forma anidnica (Jung et al., 1991). La

metodologia experimental se muestra en el esquema 4.

NO,  NAG
HorLC o 7 HOH.C OH NO,
2 37° pH 4.4 +
-HO
HO NHCOCH,
HO NHCOCH,
OH
OH

p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosaminido AClERRRReRinetts p-nitrofenol

No, OH NO,
e
+ HO\©/ - O-\©/

incoloro colorido

Figura 16. Reaccion de la NAG con el p-nitrofenil-N-ace til- B-glucosaminido (Jung et al., 1991).

El p-nitrofenol protonado es incoloro y en medio alcalino en su forma anidénica presenta color
y absorbe a 405 nm. Los resultados de las densidades épticas se interpolaron en una curva
patron de p-nitrofenol entre 5y 175 nM. Tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas,
el resultado se expresé como unidades de NAG/24 h. La unidad de NAG se define como la

cantidad de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol/min bajo las condiciones de ensayo.

6.5.6.5. ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA (GPx) EN SUERO

La actividad de esta enzima se midié indirectamente por el método de Lawrence y burd,
(1976) por medio de un par de reacciones en las que en presencia de H,O, se produce
glutatiéon oxidado (GSSG), el cual a su vez es reducido por la glutation reductasa utilizando
NADPH como cofactor. Ya que el NADPH absorbe a 340 nm, la reaccion se basa en la
disminucién de la densidad Optica por la desaparicion de NADPH (Figura 17). El
procedimiento se observa en el esquema 5. Los resultados se expresaron en U/mL donde 1

U es la cantidad de la enzima que oxida 1 pmol de NADPH/min.



Tubo 1: Blanco de Tubo 2: Hidrdlisis Tubo 3: Blanco de Tubo 4: Muestra

hidrolisis no enzimatica no enzimética cada muestra
375 uL de amort.

500 uL de 375 uL de 500 pL de amort. de de citrato 0.05 M,
amortiguador de amortiguador de citrato 0.05 M, pH pH 4.4, 50 uL de
citrato 0.05 M, pH citrato 0.05 M, pH 4.4, 4.4y orina sin diluir o
4.4y 50 pL de agua 50 pL de orina sin diluida y
50 pL de agua desionizada y diluir o diluida. La 125 pL de sustrato
desionizada. 125 pL de sustrato 30 orina de ratas con 30 mM.

mM. insuficiencia renal

se diluy6 1:20 (10
uL de orina'y 490 pL
de amortiguador de
citratos 0.05 M,

pH 4.4)

Incubacion a 37<C por 15 minutos.

La reaccion se detuvo con 550 pL de carbonato de sodio 0.2 M
pH 10.4, se agito y se midio la densidad Optica de los tubos. Se
calibro el espectrofotémetro con el blanco de la curva estandar.

Esquema 4. Procedimiento para medir la actividad enzimd  tica de la NAG.

H20 2 GSH NADP* + H*
reductasa
2 GSSG NADPH
2 H,O
Figura 17. Reaccion de la glutatién peroxidasa (Lawren  cey Burk, 1976).
6.5.6.6. EXCRECION URINARIA DE GLUTATION-S-TRANSFERA SA (GST)

La actividad de GST se midio por el método de Habig et al. (1974). En donde el glutation

reducido (GSH) forma un conjugado con el 1 cloro-2,4-dinitrobenceno (CNDB) que absorbe a
340 nm (Figura 18).

GSH + CNDB + GSH-transferasa 2> GS-DNB + HCI

Figura 18. Reaccion entre el glutation reducido y el 1, cloro-2,4,dinitrobenceno (Habig et al., 1974).



Se siguio el procedimiento que se muestra en el esquema 6. Tomando en cuenta el volumen
urinario de 24 horas, el resultado se expres6 como unidades de conjugado formado/24h,
usando el coeficiente de extincion molar del conjugado: 9.6 mmolcm™. La unidad del
conjugado se define como la cantidad de enzima que libera 1 pumol de conjugado/min bajo

las condiciones de ensayo.

Tubo: Blanco Tubo: Muestra

50 pL de amortiguador de fosfatos 50 T

mM pH 7.0y 50 pL de suero diluido 1:8 (30 puL de sueroy
400 pL de mezcla de reaccion (EDTA 210 pL de amortiguador de fosfatos 50 mM
azida de sodio, NADPH, glutatién pH7.0)y B

reducido, glutation reductasa en 400 pL de mezcla de reaccion.

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0)

Incubacion por 5 minutos a temperatura ambiente.
Adicién de 50 uL de H,O, 0.25 mM

Se midio la absorbencia cada minuto hasta completar tres
minutos. Se calibré el espectrofotometro con amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.0.

Esquema 5. Procedimiento para medir la actividad de la glutatién peroxidasa (GPX).

Tubo 1 Tubo 2

20 pL de orina

840 pL de amort. de fosfatos 0.05 M, pH 6.5
40 uL de GSH 0.05 M

100 pL de CNDB

Incubar 1 hora
a temperatura
ambiente.

Se ley6 a 340 nm y se calibré el
espectrofotdmetro con amortiguador de
fosfatos 0.05 M, pH 6.5

Esquema 6. Procedimiento para medir la actividad de la glutation S-transferasa en orina (GST).



6.5.6.7. HISTOLOGIA

Tincibn con hematoxilina y eosina. Los cortes histolégicos se desparafinaron con 2
lavados de xilol de 5 minutos y un tercer lavado con una mezcla de xilol-alcohol (1:1) 5
minutos, se rehidrataron con lavados de 5 minutos con alcohol al 100% y al 96% y un ultimo
lavado con agua. Se tifieron los tejidos con hematoxilina durante 10 minutos, posteriormente
se lavaron con agua y con una solucion de HCI al 1% en etanol al 70%. Posteriormente se
colocaron las muestras en carbonato de litio al 0.1% y se tifieron con eosina durante 15
segundos. Después se lavaron con agua y los cortes ya tefiidos se deshidrataron con
lavados de 5 minutos con alcohol al 96% y al 100%, posteriormente se lavaron tres veces por
5 minutos con xilol. Se coloc6 resina soluble en xilol sobre la muestra y se colocd un
cubreobjetos. Esta tincion se realiza para observar las estructuras del tejido, la hematoxilina
es una base gque tifie regiones acidas de color azul como el ndcleo y la eosina es un &cido

gue tifie regiones basicas del citoplasma de color rosa (Orozco-Ibarra et al., 2007).

Tincion de PAS (&cido peryddico-Schiff). Los cortes histolégicos desparafinados y
rehidratados se tifieron con &cido peryddico, que oxida los polisacaridos no sustituidos,
mucopolisacaridos neutros, mucoproteinas y glucoproteinas, glucolipidos y fosfolipidos de la
membrana epitelial tubular, por 5 minutos y se lavaron con agua destilada. Posteriormente el
tejido se incubd con el reactivo de Schiff por 15 minutos, se lavé con agua destilada y se tifio
para contrastar con hematoxilina por 30 segundos (Zheng et al., 2007; Velasco-Velazquez et
al., 1998).

Para el analisis histologico, se fotografiaron 5 campos al azar por cada rata de rifién y se
analizaron usando el software KS-300 (Carl Zeiss, Jena, Alemania) que selecciona las areas
dafiadas (con hinchazén, vacuolizacion citoplasmica, descamacion y necrosis) por campo.

Los resultados se expresaron como el porcentaje del &rea tubular dafiada.

6.7. EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO

6.7.1. LIPOPEROXIDACION

La lipoperoxidacion se determind mediante un método colorimétrico (Gerard-Monnier et al.,
1998) que se basa en la detecciéon del complejo colorido malondialdehido-1-metil 2-fenilindol

en medio &cido (Figura 19).

Los resultados de densidades Opticas se interpolaron en una curva patron de
tetrametoxipropano hasta 23.68 uM. El resultado se expresé como nmoles MDA/mg de

proteina. El procedimiento se muestra en el esquema 7.
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Figura 19. Reaccion del malondialdehido con el 1-meti  |-2-fenilindol (Gerard-Monnier et al., 1998).
Tubo: Estandar de la curva Tubo: Muestra Tubo: Blanco de la muestra

650 pL de 50 pL de sobrenadante, 50 pL de sobrenadante,

1-metil 2-fenilindol 325 uL de 1-metil 2- 325 L de

10 mM fenilindol/metanol (1:3) acetonitrilo/metanol (1:3)

125 pL de HCI concentrado

Incubacion a 45C/1 h, centrifugacion a 15,000 x g 10 minutos.
El sobrenadante se colocé en una celda para medir su densidad 6ptica.
Se calibr6 el espectrofotdmetro con el blanco de la curva

Esquema 7. Procedimiento para medir lipoperoxidacion en tejido renal.

6.7.2. CONTENIDO TOTAL DE GRUPOS CARBONILO EN PROTE INAS
Para determinar la cantidad de proteinas oxidadas se utilizé6 un método colorimétrico que se
basa en la reactividad de los grupos carbonilo con la 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNPH) para

formar un complejo proteina-hidrazona que absorbe a 370 nm (Reznick y Packer, 1994).

o -H,0 O5N NO,
O,5N NO, —_—
>—R
+ N R
R Y
NH,
NH, R
DNPH Grupo carbonilo en proteinas

Complejo proteina-hidrazona

Figura 20. Reaccion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona con el grupo carbonilo en las proteinas (Reznick y
Packer, 1994).



Se incubaron 300 uL del sobrenadante del homogenado renal con
100 pL sulfato de estreptomicina al 10% por 24 h a 4C. Se
centrifugd a 5,000 x g a 4C por 40 minutos (sobren adante libre
de acidos nucleicos).

150 pL del sobrenadante, 150 pL del sobrenadante,
600 pL de HCI 2.5 M (blanco de cada 600 pL de DNPH 10 mM disuelto en
muestra). HCI 2.5 M.

Incubacion 1 hora a temperatura ambiente en
oscuridad.

Precipitacion con 600 pL TCA al 10%. Centrifugacion a
2,400 x g /10 min/4<C. Se extrajeron los lipidos y el DNPH
libre con una mezcla de etanol/acetato de etilo (1:1).

Los precipitados se resuspendieron en 1 mL de guanidina-HCI 6 M y
finalmente se leyeron a 370 nm. El espectrofotémetro se calibré el con el
blanco de la curva patrén.

Esquema 8. Procedimiento para medir el contenido total de grupos carbonilo en las proteinas.

El procedimiento experimental se muestra en el esquema 8. El contenido de carbonilos se
calculé utilizando el coeficiente de extinciéon molar del DNPH (22,000 M*cm™). Para cada
muestra se utilizé un blanco sin DNPH en que ademas se evalud el contenido de proteina
interpolando el valor de su absorbencia a 280 nm en una curva patron de ASB entre 0.25y 2

mg/mL. El resultado se expres6 como nmol de carbonilos/mg de proteina.

6.7.3. CUANTIFICACION DE 3-NITROTIROSINA (3-NT), 4-HIDROXINONENAL (4-HNE) Y
POLI (ADP-RIBOSA) (pADPr) POR INMUNOHISTOQUIMICA

Para la inmunohistoquimica, los cortes renales (3 um) fueron desparafinados y calentados en
amortiguador para liberar los sitios antigénicos. La actividad de peroxidasa enddgena se
inhibié con H,0O, al 0.03% en metanol absoluto. Las muestras se incubaron toda la noche a
4T con una dilucion de anti 3-NT (1:70), anti 4-HNE (1:200) y anti-pADPr (1:200) en
amortiguador salino de fosfatos. Se lavaron las muestras con PBS para remover el
anticuerpo primario. Las muestras se incubaron con una dilucion 1:500 de anticuerpo
secundario anti-ratén-IgG biotinilado. El complejo se detect6 con una peroxidasa acoplada a

avidina-biotinina (ABC-kit, Vectastain) utilizando diaminobenzidina como revelador que



muestra una coloracion café. Después se lavd con PBS y se tifid con hematoxilina y eosina

(Orozco-lbarra et al., 2007; Sanchez-Gonzalez et al., 2004).

Para el analisis inmunohistoquimico, se fotografiaron 5 campos al azar por cada rifidon de rata
y se analizaron usando el software KS-300 (Carl Zeiss, Jena, Alemania) que selecciona las
areas de color café por campo con una amplificacién de 100X (el area total 1x10° pm?).
Todos los cortes fueron incubados bajo las mismas condiciones con la misma cantidad de
anticuerpo para poder hacer la comparaciéon. Como control negativo se uso el suero de cabra
preinmune sustituyendo al anticuerpo primario (Orozco-lbarra et al., 2007; Sanchez-

Gonzélez et al., 2004). Todas las muestras fueron examinadas en el microscopio de luz.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se reportaron como la media+ error estandar de la media. Los datos se analizaron
con el programa Prism 3.02 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) usando la prueba de ANOVA
y comparaciones multiples con el método de Bonferroni. La prueba de Kruskall-Wallis se
utilizd para comparar los datos de histologia. Las diferencias se consideraron significativas a

valores de p<0.05.



7. RESULTADOS

7.1. ESQUEMA 1: EFECTO DE LA ALIMENTACION CON UNA DIETA SUPLEMENTADA
CON AJO EN POLVO AL 2% SOBRE LA IRA INDUCIDA CON K »Cr,07

El grupo alimentado con la dieta suplementada con ajo en polvo al 2% no mostré diferencias
con el grupo control en ninguno de los parametros evaluados, es decir la ingesta de ajo no

tuvo efecto alguno en esos parametros.

7.1.1. PESO CORPORAL Y VOLUMEN URINARIO. EIl K,Cr,07 no tuvo efecto alguno sobre

el peso corporal de las ratas y el volumen urinario (Figura 21).

7.1.2. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL. La insuficiencia renal se determing
utilizando varios marcadores: BUN, creatinina en suero, proteinuria, excrecion urinaria de
NAG, actividad de GPx en suero y la excrecion urinaria de GST. La administracion de

K2Cr,07 provoco disfuncion renal significativa lo que se reflejo en:

- Aumento de BUN y de creatinina en suero (Figuras 22A y B).

- Aumento en la proteinuria y disminucion de la actividad de GPx en suero (Figuras 23A
y B).

- Aumento en la excrecion urinaria de NAG y GST (Figuras 24A 'y B)
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Figura 21. Efecto del K ,Cr,0O; y del ajo sobre (A) el peso corporal de las ratas y (B) sobre el volumen

urinario en ratas normales y con IRA (n = 5).

El tratamiento con ajo en el grupo de K,Cr,0;+AJO previno parcialmente el incremento de
BUN en un 34% (Figura 22A), de igual forma previno en un 41% el incremento de la
concentracion de creatinina en suero (Figura 22B), en un 53% la excrecion urinaria de NAG

(Figura 24A) y en un 57% la proteinuria (Figura 23A). El ajo también aumento la actividad de



GPx en suero en un 50% (Figura 23B) y previno totalmente el incremento de la excrecion
urinaria de GST (Figura 24B).
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CcT K,Cr,0; AJO  K,Cr,0,+AJO

Creatinina en suero

mg/dL

Figura 22. Efecto del K ,Cr,0; y del ajo sobre (A) la concentracién de nitrégeno de urea en sangre (BUN)

(n =5) y (B) la concentraciéon de creatinina en suero de ratas normales y con IRA (n = 5). Los grupos

marcados con letra distinta son significativamente diferentes.
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Figura 23. Efecto del K ,Cr,0; y del ajo sobre (A) la excrecion de proteinas en orina (n = 4-5) y (B) la

actividad de GPx en suero de ratas normales y con IRA (n = 5). Los grupos marcados con letra distinta

son significativamente diferentes.
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Figura 24. Efecto del K ,Cr,0- y del ajo sobre (A) la excrecién urinaria de NAG (n = 3-5) y (B) la excrecion

urinaria de GST en ratas normales y con IRA (n =5). Los grupos marcados con letra distinta son
31<0.001 y °p<0.05 vs. CT, °p<0.001y “p<0.01 vs. K ,Cr,05.

significativamente diferentes.



7.1.3. HISTOLOGIA. La histologia del tejido renal en los 4 grupos experimentales se
presenta en la Figura 25. El grupo administrado con K,Cr,O; presenta dafio estructural
extenso en los tubulos proximales en donde se puede apreciar la presencia de vacuolas y
zonas de necrosis. Por otra parte en el grupo de K,Cr,07+AJO se observd una disminucion

de células tubulares dafiadas y menos lesiones tisulares.

Figura 25. Imagenes representativas de areas renales con la tincibn de hematoxilina y eosina. Se

observan ( O) vacuolizacion y ( 0) necrosis en los tabulos proximales.  100X.

7.1.4. CUANTIFICACION DEL AREA TUBULAR DANADA. El K,Cr;O; indujo un alto
porcentaje de dafio en tubulos proximales mientras que en el grupo con K;Cr,0O;+AJO el
dafio tubular disminuyé un 40% (Tabla 13). La referencia son aquellos tdbulos proximales

normales en los que se consideran como 0% de dafio.



Tabla 13. Porcentaje (%) del area tubular dafiado
K2Cr07 72.50+3.3
K2Cr,07+AJO 32.58+2.2
Datos son +_EE. p=0.0079. (n = 5).

7.1.5. EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO. Se encontrd diferencia significativa en los
niveles de malondialdehido y de proteinas oxidadas entre los grupos tratados con K,Cr,0O7y
el grupo CT. El K,Cr,0O7 incrementd 50% la concentracién de malondialdehido (Figura 26A) y

de proteinas oxidadas respecto al grupo CT (Figura 26B). En cambio el ajo previno este

incremento.
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Figura 26. Efecto del K ,Cr,0; y del ajo sobre el contenido renal de (A) proteinas oxidadas (n = 5) y (B)
malondialdehido en ratas normales y con IRA (n = 5). Los grupos marcados con letra distinta son
significativamente diferentes.  ®p<0.01y °p<0.001 vs. CT, "p<0.01y %p<0.05 vs. K ,Cr,05.

7.1.6. INMUNOHISTOQUIMICA. La inmunoshistoquimica de 3-NT (Figura 27A) y 4-HNE
(Figura 27B), marcadores de estrés oxidativo y nitrosativo respectivamente, mostré que las
ratas del grupo CT y del grupo alimentado con ajo no hay sefal para 3-NT y 4-HNE. En
cambio en el grupo de K,Cr,0O7 si hay sefal para estas moléculas. En las ratas tratadas con
K>Cr,07+AJO se observé una disminucién de un 90% en la sefal para 3-NT y 4-HNE (Tabla
14). Estos datos son consistentes con los resultados anteriores de estrés oxidativo en donde
el ajo disminuy6 la concentracion de malondialdehido y de proteinas oxidadas en los grupos

tratados con K>Cr,0O5.

Tabla 14. Andlisis cuantitativo de la inmunohistoquimica (% del area)

CT AJO K>Cr,0y K2Cr,07+AJO
3-NT 9.02 + 0.64 75+077 | 16.88 * 0.99° 879+ 097
4-HNE 545+066 | 4.88+061 | 11.79 +0.83° 712+ 052°

Datos son +_ EE. n=5. ®p<0.001 vs. CT y °p<0.0001 vs. K ,Cr,O;



K>Cr,0;7+ AJO

Figura 27. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica de 3-NT y 4-HNE contrastada con hematoxilina en areas renales. Se observa
sefial en las &reas sefialadas con los cuadros. 100X.



7.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NDGA SOBRE LA IRA INDUCIDA CON K »Cr,07
7.2.1. PESO CORPORAL Y VOLUMEN URINARIO. EI peso corporal de las ratas tratadas
con DMSO y NDGA se modifico a lo largo del estudio con respecto al grupo CT. El
tratamiento con K,Cr,O7 no tuvo ningun efecto en el peso corporal de las ratas (Figura 28).
Por otro lado ninguno de los tratamientos tuvo efecto alguno sobre el volumen urinario
(Figura 29).
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Figura 28. Efecto del K,Cr,O;, NDGA y Figura 29. Efecto del K,Cr,0;, NDGA y
DMSO sobre el peso corporal de las ratas DMSO sobre el volumen urinario de
normales y con IRA. *p<0.01 vs control. ratas normales y con IRA. (n = 9-14).

(n = 11-14).

7.2.2. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL. Se evalu6 la concentracion de creatinina y

la actividad de GPx en suero, asi como la proteinuria y la excrecion urinaria de NAG.

El K2Cr,07 provocé disfuncién renal significativa establecida por los marcadores evaluados:
proteinuria (Figura 30A), aumento en la excrecion urinaria de NAG (Figura 30B), incremento
en la concentracion de creatinina en suero (Figura 31A) y la disminucion de la actividad de

GPx en suero (Figura 31B).

La administracion de NDGA previno parcialmente la disfuncion inducida por el K,Cr,O7. Este
efecto se reflej6 en la disminucion del 58% de la proteinuria (Figura 30A), un 27% de la
excrecion urinaria de NAG (Figura 30B), un 58% de la concentracion de creatinina en suero
(Figura 31A) y un aumento del 34% de la actividad de GPx en suero en el grupo de
K2Cr,O7+NDGA (Figura 31B).
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Figura 30. Efecto del K ,Cr,0,, NDGA y DMSO sobre la excrecion urinaria de (A) proteinas totales (n = 8-

11) y (B) N-acetil- B-D-glucosaminidasa en ratas normales y con IRA (n = 4-8). Los grupos marcados con

letra distinta son significativamente diferentes. p<0.001 vs. CTy "p<0.05 vs. K ,Cr,05.
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Figura 31. Efecto del K ,Cr,0O;, NDGA y DMSO sobre la (A) concentracion de creatinina en suero (n = 6-
10) y (B) la actividad de GPx en suero en ratas normales y con IRA (n = 10-16). Los grupos marcados

con letra distinta son significativamente diferentes. p<0.001, °p<0.01 vs. CTy "p<0.001 vs. K ,Cr,0-.

7.2.3. HISTOLOGIA. El analisis histologico del tejido renal se presenta en la Figura 32. Se
observo una estructura normal en el grupo CT. En cambio las ratas tratadas con K,Cr,0O7 y
K2Cr,07+DMSO presentaron un dafio extenso y la mayor parte de los tibulos presentaron
vacuolizacidon y necrosis pero las ratas tratadas con K,Cr,O;+NDGA presentaron un menor

dafio tubular con menos células epiteliales afectadas.

7.2.4. CUANTIFICACION DEL AREA TUBULAR DANADA. EI K,Cr,07indujo dafio en los

tubulos proximales siendo prevenido en un 75% en el grupo de K,Cr,O;+NDGA (Tabla 15).



Tabla 15. Porcentaje (%) del area tubular dafiado
K2Cr,07 56.24+2.80
K2Cr,O7+NDGA 13.78+2.67°
K.Cr,07+DMSO 56.69+2.73

Datos son +_ EE. n =5. *p<0.01 vs. K ,Cr,0;.

Figura 32. Imégenes representativas de areas renales con la tinciébn de hematoxilina y eosina. Se

observan ( 0) vacuolizacion y ( 0) necrosis en los tdbulos proximales. 100X y 400X.



7.2.5. EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO

7.2.6. INMUNOHISTOQUIMICA. Como marcadores de estrés oxidativo se determin6 3-NT y
4-HNE. Las ratas del grupo CT fueron negativos para la inmunohistoquimica de 3-NT y 4-HNE
en cambio el grupo de K,Cr,0O; y de K;Cr,0,+DMSO fueron positivas para la
inmunohistoquimica de 3-NT (Figura 33A) y 4-HNE (Figura 33B). En las ratas tratadas con
K>Cr,O7+NDGA se observo una disminucion de un 80% de 3-NT y 4-HNE (Tabla 16).

Tabla 16. Andlisis cuantitativo de la inmunohistoquimica (% del area)

CT K>Cr,0O7 K,Cro,O7+NDGA K,>Cr,O;+DMSO
3NT 354+034 | 17.42+0.79° | 3.04+0.33" 16.18 + 0.97°
4-HNE 088+008 | 963+039° | 1.29+0.39%° 9.75 + 0.94°

Datos son +_ EE. n = 4. ®p<0.001 vs. CT y °p<0.001 vs. K ,Cr,O;

7.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PJ34 SOBRE LA IRA INDUCIDA CON K ,Cr,07
7.3.1. PESO CORPORAL Y VOLUMEN URINARIO. Ninguno de los tratamientos tuvo
efecto alguno sobre el peso corporal de las ratas (Figura 34A) y sobre el volumen urinario
(Figura 34B).
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Figura 34. Efecto del K ,Cr,0; y de PJ34 sobre (A) el peso corporal (n = 11-12) y (B) el volumen urinario
(n =10-11).

7.3.2. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL. Con respecto al grupo CT la administracion
de KyCr,0O; increment6 significativamente el BUN (Figura 35A) y la concentracion de
creatinina en suero (Figura 35B) asi como la actividad de NAG en orina (Figura 36A) y
disminuyo la actividad de GPx en suero (Figura 36B). El tratamiento con PJ34 previno
parcialmente el dafio funcional inducido por el K,Cr,O;. Esto se corroboré al encontrar

disminuciones de 16% en BUN (Figura 35A), de 33% en la concentracién de creatinina en



suero (Figura 35B) y de 36% en la excrecion urinaria de NAG (Figura 36A). Ademas el
tratamiento con PJ34 aumenté un 35% la actividad de GPx en suero (Figura 36B).
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Figura 35. Efecto del K ,Cr,O; y de PJ34 sobre (A) la concentracién de nitrégeno de urea en sangre

(BUN) (n = 10-11) y (B) la concentracion de creatinina en suero (n = 9-12). Los grupos marcados con

letra distinta son significativamente diferentes. %p <0.001 vs. CTy bp<0.01 vs. K ,Cr,07
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Figura 36. Efecto del K ,Cr,0O; y de PJ34 sobre (A) la excrecién urinaria de NAG (n = 6-7) y (B) la
actividad de GPx en suero (n = 10-12). Los grupos marcados con letra distinta son significativamente
diferentes. p<0.001 vs. CT, "p<0.01y °p<0.001 vs. K ,Cr,05.

7.3.3. HISTOLOGIA. EIl analisis histolégico del tejido renal se presenta en la Figura 37. Se
observo una estructura normal en el grupo CT. En cambio las ratas tratadas con K,Cr,0O-
presentaron un dafio extenso, la mayor parte de los tlbulos presentaron vacuolas y
necrosis. Las ratas tratadas con K,Cr,0O;+PJ34 presentaron un menor dafio tubular con

menos células epiteliales afectadas.



CT K2Cr,07 K2Cr,0O7 +NDGA K2Cr,0O7 +DMSO

Figura 33. Im&genes representativas de la inmunohistoquimica de 3-NT y 4-HNE contrastada con hematoxilina en &reas renales. Se observa sefial en las
areas sefialadas con los cuadros. 100X.
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Figura 37. Imagenes representativas de areas renales con la tincién de hematoxilina y eosina y PAS. Se

observan ( 0) vacuolizacidon y ( 0) necrosis en los tabulos proximales.  400X.

7.2.4. CUANTIFICACION DEL AREA TUBULAR DANADA. EI K,Cr,O7indujo un extenso

dafio en los tubulos proximales siendo prevenido en un 55% al administrar PJ34 (Tabla 17).

Tabla 17. Porcentaje (%) del area tubular dafiado.
K2Cr,07 22.43 +2.30
K>CroO7+PJ34 9.98 + 1.178

Datos son media +_ error estandar. ?p=0.0079. (n = 5).

7.3.3. EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO. Se midié la concentracion de
malondialdehido y de proteinas oxidadas. La concentracion de malondialdehido (Figura
38B) y de proteinas oxidadas en el grupo de K,Cr,O7 (Figura 38A) aumentd 60% con
respecto al grupo CT. La administracién de PJ34 previno en un 37% la concentracién de
proteinas oxidadas y previno la produccién de malondialdehido en el grupo K,Cr,0O7+PJ34

alcanzando valores iguales al control.
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Figura 38. Efecto del K ,Cr,0; y de PJ34 sobre el contenido renal de (A) proteinas oxidadas (n = 10-12) y
(B) malondialdehido (n = 10-12). Los grupos marcados con letra distinta son significativamente
diferentes. 2p<0.001 vs. CT, "p<0.001y °p<0.01 vs. K ,Cr,05.

7.2.6. INMUNOHISTOQUIMICA. Las ratas del grupo CT fueron negativas para la
inmunohistoquimica de pADPR, 3-NT y 4-HNE en cambio el grupo de KCr,O7 fueron
positivas para la inmunohistoquimica de pADPR (Figura 39A), 3-NT (Figura 39B) y 4-HNE
(Figura 39C). En las ratas tratadas con K,Cr,O,+PJ34 se observd una disminucion de un
80% de pADPR, 3-NT y 4-HNE (Tabla 18). Estos datos son consistentes con los resultados
anteriores en donde el PJ34 disminuyo el estrés oxidativo. Por lo tanto el PJ34 disminuy6

significativamente el dafio oxidativo en rifién inducido por el K,Cr,O7 (Tabla 18).

Tabla 18. Andlisis cuantitativo de la inmunohistoquimica (% del area)
CT KoCr,07 | KoCr,O7+PJ34
PADPR 098+0.08 | 1062+1.04" | 210+0.17""
3-NT 015+0.05 | 476+050" | 1.02+0.13%"
4-HNE 007+0.05 | 356+031" | 1.23+0.20""

Datos son +_desviacién estandar. n = 4. 2p<0.001, °p<0.01 vs. CT y "p<0.001 vs. K ,Cr,0-.
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Figura 39. Imégenes representativas de la inmunohistoquimica de 3-NT y 4-HNE contrastada con hematoxilina. Se observa sefial en las &reas sefialadas
con los cuadros. 400X.






8. DISCUSION

8.1. EFECTO DE LA ALIMENTACION CON UNA DIETA SUPLEMENTADA CON AJO EN
POLVO AL 2% SOBRE LA IRA INDUCIDA POR K ,Cr,0s7.

El K2Cr,0O7 es un compuesto que induce el dafio renal funcionalmente y estructuralmente a
las 48 horas de tratamiento. La IRA inducida por K,Cr,O; no provoca en las ratas la
disminucion en el consumo de agua, pero si disminuye su apetito. Por esta razon las ratas
se mantienen en su peso inicial y no aumentan de peso con el tiempo como ocurre
normalmente (Barrera et al., 2003b). Esto corrobora lo obtenido en este trabajo que en la
IRA inducida por K,Cr,0O7 no hubo disminucion del peso corporal de las ratas. Por otro lado
Arreola-Mendoza et al., (2006) reporta que la administracion de K,Cr,O; disminuye el
volumen urinario en el dia 2. Se observo en el dia 2 después de la administracion de
K>Cr,0O; disminucion del volumen urinario pero no es estadisticamente diferente al control.
Esta alteracion en la reabsorcion renal de agua y en la osmolaridad del flujo urinario, es
consecuencia del dafo al tubulo proximal producido por K,Cr,O7 cabe mencionar que no es
el unico segmento tubular en el que se reabsorbe ya que en el asa de Henle y en el tubulo

distal también hay reabsorcién de agua en menor proporcion.

El K,Cr,0; se acumula a nivel tubular y causa necrosis en una extensa zona de los tubulos
proximales, lo que causa que el contenido de las células se excreten con el consecuente
aumento en la actividad de enzimas que se sintetizan en las células de los tubulos como: a)
NAG una enzima lisosémica que es responsable del fraccionamiento de macromoléculas
como glucoproteinas, glucolipidos y glucosaminoglicanos (Patel et al., 1975; Wellwood et
al., 1976), b) GST una enzima que conjuga al GSH con productos de la lipoperoxidacién
como el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal para convertirlos en sustancias menos
toxicas, solubles en agua y por tanto mas facilmente excretables (Lo Bello et al., 2001) y c)
GPx una enzima extracelular que se encarga de oxidar GSH (Lawrence y Burk, 1976). Por
esto en la IRA inducida por K,Cr,O7 hay un aumento en la actividad urinaria de NAG y GST
y una disminucién en la actividad de GPx en suero lo que concuerda con lo reportado en
Pedraza-Chaverri et al., (2005). Por otro lado el K,Cr,O7 forma un conjugado con el GSH lo
que explica la disminucion de la actividad de GPx y GST. Lo anterior coincide con las
extensas zonas de necrosis y el alto % de dafio tubular observado en la histologia.
También se excretan en la orina otras proteinas que son detectadas mediante un método
turbidimétrico. EI aumento en la excrecion urinaria de proteina refleja dafio glomerular o
tubular. ElI aumento inducido por el K,Cr,O; se debe, principalmente, a que como
consecuencia del dafio estructural, se altera la capacidad tubular de reabsorcién de

proteinas de bajo peso molecular y se excretan aumentando su concentracién en la orina



(Pedraza-Chaverri et al., 1995a). De la misma forma debido al dafio tubular, a la
obstruccién de los tubulos por fragmentos de los epitelios dafiados y desprendidos a la luz
tubular y a la alteracion de la capacidad tubular de reabsorcion y secrecion, se altera la
excrecion de productos finales del metabolismo como son: a) la creatinina un producto
terminal del metabolismo de la creatina que se deriva de la fosfocreatina, el principal
reservorio de energia en el masculo y es filtrada completamente por lo riflones (Schor et al.,
1981) y b) la urea que es el producto final del metabolismo de los aminoacidos y se elimina
finalmente por la orina. Ambos aumentaron su concentracion en suero en las ratas tratadas

con KsCr,04.

El mecanismo por el cual el K,Cr,07 induce IRA adn no esta completamente descrito, sin
embargo, la generaciéon de ERO como OH’, O,y H,0, estd ampliamente descrita (Liu y
Shi, 2001; Pourahmad y O’Brien, 2001; Liu et al., 1999b). El OH’ sustrae un hidrégeno de
los acidos grasos poliinsaturados que forman parte de los fosfolipidos de la membrana
celular y da inicio al proceso de lipoperoxidacion donde se da lugar a la formacion de un
nuevo radical organico. Seguidamente este radical organico ataca el lipido vecino y da
lugar a un nuevo radical y asi sucesivamente para crear una reaccion en cadena que
rompe los gradientes ionicos transmembranales dafiando de manera irreversible a la
membrana celular. Como productos finales de la lipoperoxidacibn se encuentra el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal (Lefevre et al., 1998). En este trabajo ambos
pardmetros se encontraron aumentados. Ademas el OH" puede oxidar los grupos carboxilo
de las proteinas y aumentar los grupos carbonilo en las proteinas, lo que coincide con el
aumento encontrado en este trabajo, provocando un dafio grave que resulta en la
fragmentacion de las cadenas polipeptidicas, el aumento de la susceptibilidad de sufrir
protedlisis, con lo que perderia su funcion o disminuiria esta susceptibilidad
incrementandose el nimero de proteinas no funcionales en la célula (Zitnanova et al., 2006;
Kocic et al., 1998). Por otro lado se encontrd6 un aumento de la nitracién de proteinas que
se debe a la alta produccion de ONOO—una ERN implicada en la IRA inducida por K;Cr,05.
El efecto sobre estos marcadores de estrés oxidativo coinciden con Barrera et al., (2003b)
quién reporté el aumento de la lipoperoxidacion, la nitracion de proteinas y el contenido de

grupos carbonilo en la proteinas en rifion en las 48 horas de haber administrado K,Cr,05.

El ajo es utilizado como condimento en las comidas y en la medicina tradicional. Algunos de
los efectos benéficos que se le han atribuido al ajo son como hipolipidémico y antioxidante

(Maldonado et al., 2003a). El tratamiento con ajo aminora el dafio en rifion (Pedraza-



Chaverri et al., 1999; Igbal y Athar, 1998), corazdn (Rietz et al., 1993) y cerebro (Numagami
et al., 1996) mediado por EROS. Se ha reportado que una alimentacion con una dieta
suplementada con ajo en polvo al 2% por 14 dias previene el estrés oxidativo y la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina, este efecto de proteccion del ajo se relaciona con
la prevencion de: a) la disminucion de la actividad de Mn-SOD y GPx, b) el aumento de la
lipoperoxidacion, c) el dafio tubular, d) el incremento de BUN y la excrecién urinaria de NAG
y e) la disminucion de la depuracion de creatinina (Pedraza-Chaverri et al., 2000a). Lo que
coincide con lo encontrado en éste trabajo en donde la alimentacion con una dieta
suplementada con ajo en polvo al 2% por 33 dias previno parcialmente en un 34% el
incremento de BUN, en un 41.3% el incremento de creatinina, en un 57% el incremento de
la proteinuria, en un 53% el incremento de la excrecion urinaria de NAG, en un 50% la
disminucion de la actividad de GPx y una prevencion del incremento de GST en orina lo
gue coincide con la prevenciéon parcial en un 40% del dafio tubular inducido por K,Cr,05.
Por otro lado el extracto acuoso del ajo en polvo atrapa OH’, O, H,O, (Pedraza-Chaverri
et al., 2006) y ONOO~— (Pedraza-Chaverri et al., 2007). Lo anterior explica la prevencion del
aumento de estrés oxidativo observado en la IRA inducido por K,Cr,0O-. Sin embargo, el ajo
es rico en compuestos organosulfurados como son: S-alilcisteina sulféxido (alina) que se
encuentra de 10-17 mg/g producto, y-glutamilcisteinas 12-35 mg/g producto y compuestos
derivados de la alina 4-11 mg/g producto (Lawson, 1998). La alina, el compuesto mas
abundante del ajo, aminora el dafio cardiaco inducido por isoproterenol ademas disminuye
la lipoperoxidacién, aumenta la actividad de la GR y de la GST, e incrementa los niveles de
GSH (Sangeetha y Quine, 2006). También se ha visto que incrementa los niveles de GSH y
disminuye la lipoperoxidacion en corazon, rifion e higado. La alina incrementa la actividad
de la SOD y de la catalasa en higado en un modelo de diabetes inducida por aloxano
(Augusti y Sheela, 1996). Un tratamiento via oral de alicina previne la hepatitis inducida por
D-galactosamina, incrementa la actividad SOD, catalasa, GPX y GST incrementa los
niveles de GSH y disminuye la lipoperoxidacion en higado (Vimal y Devaki, 2004). La alina
atrapa OH" (Kourounakis y Rekka, 1991), O, (Chung, 2006), H,O, e inhibe la
lipoperoxidacion (lde et al., 1996). Por lo tanto se sugiere que la alina puede ser
responsable del efecto antioxidante del ajo en polvo y que puede ser responsable del efecto
benéfico observado en la IRA inducida por K,Cr,O7, sin embargo falta demostrarlo

experimentalmente.

8.2. EFECTO DEL NDGA SOBRE LA IRA INDUCIDA POR K ,Cr,07



El K,Cr,0O7 indujo IRA y estrés oxidativo en las ratas (Pedraza-Chaverri et al., 2005; Barrera
et al., 2003b; Fatima et al., 2005). La administracion del NDGA no tuvo efecto sobre el
volumen urinario pero si disminuy6é el peso corporal de las ratas como se encuentra
reportado en Lambert et al., (2002) quien estudio los efectos hepatotdxicos y nefrotoxicos al
administrar NDGA en varias dosis, por otro lado, el K,Cr,O; no tuvo efecto sobre el peso

corporal y el volumen urinario (Arreola-Mendoza et al., 2006).

El NDGA posee excelentes propiedades antioxidantes y previene la formacion de ERO.
Anjaneyulu y Chopra, 2004 administraron NDGA por 4 semanas en ratas con nefropatia
diabética y reportan una disminucion del peso corporal de las ratas, prevencion del estrés
oxidativo lo que se reflejo en: a) la disminucion de la lipoperoxidacion, b) el aumento de los
niveles de GSH, c) el aumento de la actividad de SOD y d) el aumento de la actividad de la
catalasa. Ademas el NDGA previno el dafio renal reduciendo la proteinuria y la poliuria y
baja los niveles de glucosa. Por otro lado Ansar et al., 1999 encontré que el NDGA previene
el dafio renal y hepatico inducido por Fe-NTA en ratones. De igual forma en este estudio el
NDGA previno parcialmente en un 58% el incremento de creatinina, en un 58% el
incremento de proteinuria, en un 27% la excrecion urinaria de NAG y en un 34% la
disminucién de la actividad de GPx inducido por la administracion de K,Cr,O7 lo que es
consistente con lo observado en el andlisis histolégico en donde el NDGA previno en un

75% el dafo tubular.

El NDGA es capaz de atrapar O,, HO", ONOO~ (Floriano-Sanchez et al., 2006) lo que es
consistente con la prevencion del estrés oxidativo lo que se reflejé en la prevencién del

aumento de la lipoperoxidacion y de la nitracion de proteinas.

Por otro lado el DMSO es una molécula anfipatica que se utiliza como un solvente muy
eficiente para compuestos que son insolubles en agua, posee actividad antiinflamatoria y
otros efectos benéficos (Tabla 19) en: en el edema cerebral, en la esquizofrenia, en
desordenes dermatoldgicos, en la cirrosis hepatica, en desérdenes gastrointestinales, entre
otras (Santos et al., 2003). Debido a que en la IRA inducida por K,Cr,O; se genera OH’ (Shi
y Dalal, 1989), el DMSO podria tener un efecto benéfico sobre la IRA inducida por el
K>Cr,0O7 debido a la capacidad del DMSO de atrapar OH". Los resultados obtenidos reflejan
gue el DMSO no tuvo ningun efecto sobre el dafio renal inducido por K;Cr,O; lo que
coindica con lo reportado en Francés cato et al., (2007) donde el DMSO que se utilizd6 como
vehiculo de la parten olida no tuvo efecto sobre el dafio renal inducido por cisplatino. Sin

embargo Florian-Sanchez et al., (2005) menciona que el NDGA es un mejor atracador del



radical OH" que el DMSO, lo que se refleja en la capacidad para atrapar el 50% del radical
OH’ in Vitro es menor para el NDGA (0.15+ 0.02 uM) que para el DMSO (174+16 uM)
(Floridn-Séanchez et al., 2005). Cabe mencionar que ademas la dosis que se utilizé de
DMSO es menor (30 mg/kg s.c.) a la reportada en los modelos donde se observé una
proteccion (100-4000 mg/kg) (Tabla 19).

Tabla 19. Modelos en ratas en donde el DMSO tuvo un efecto benéfico.

MODELO DOSIS DE DMSO REFERENCIA

500 mg/kg vi. (intravenoso)
10 minutos antes de la Chiapa et al., 2003
isquemia.

Isquemia reperfusion
hepéatico

Cirrosis hepética
inducida por tio
acetamida

4 glkg tres veces/semana

por 12 semanas p.o. (oral) Bruck et al., 2001

Isquemia-reperfusion

. 500 mg/kg i.v. 3 veces al dia Sahin et al., 2004
en higado.

por una semana.

Nefropatia enratas |0.1 g/kg/dia i.p. de una
inducida por solucion de DMSO al 50% Aliy Mousa, 2001
gentamicina. por 10 dias.

8.3. EFECTO DEL PJ34 SOBRE LA IRA INDUCIDA POR K ,Cr,07
De la misma forma el K,Cr,O7 indujo IRA y estrés oxidativo en las ratas (Pedraza-Chaverri
et al., 2005; Barrera et al., 2003b; Fatima et al., 2005), también el K,Cr,O; ni el PJ34

tuvieron efecto en el peso corporal de las ratas ni en el volumen urinario.

El PJ34 no es un antioxidante, sin embargo debido a su capacidad de inhibir
selectivamente a la PARP se ha estudiado en varios modelos. Mabley et al., (2004)
encontr6 que el PJ34 reduce la poliposis intestinal (inflamacion) y el estrés oxidativo en
ratones (reduccion de los niveles de lipoperoxidacién en intestino). Liaudet et al., (2002)
demostré6 que la inhibicion de la PARP por el PJ34 reduce la produccion de NO' y
lipoperoxidacion en los pulmones durante una inflamacion aguda del pulmén inducida por
un lipopolisacérido. Stone et al., (2005) concluyé en su trabajo que el PJ34 ayuda a
mantener el buen funcionamiento de la mitocondria renal y disminuye algunos marcadores
de dafio renal como el NGAL (neutréfilo gelatinasa asociada a lipocalina) en la isquemia-
reperfusion de la arteria toracica. En ninguno de estos estudios se menciona que la

administracion del PJ34 haya tenido algun efecto sobre todos los pardmetros evaluados.



Esto sustenta el efecto del tratamiento con PJ34 encontrado: la prevencion parcial del
incremento de BUN en un 16%, de creatinina en un 33%, la excrecion urinaria de NAG en
un 36%, lo que coincide con lo observado en la histologia en donde previno parcialmente
en un 55% el dafo tubular inducido por K,Cr,O5. Por lo tanto la expresion de la PARP en
los tabulos y en los glomérulos se asocia al dafio renal (Obrosova y Julius, 2005) en este
caso el inducido por el K;Cr,O; De igual manera el PJ34 previno el aumento de
malondialdehido, previno en un 80% el aumento de 4-HNE y de 3-NT y previno
parcialmente en un 37% el aumento del contenido de grupos carbonilos en proteinas en

rifidén, es decir previno en parte el estrés oxidativo.

Debido a la sobreactivacion de la PARP, que se observé en la inmunohistoquimica en el
grupo tratado con K,Cr,O7, esto lleva a le célula a un consumo excesivo de NAD", ésta
molécula es el principal aceptor de electrones en la oxidacion de las moléculas
combustibles durante la glicdlisis (conversion de la glucosa a piruvato con la formaciéon de
ATP), la disminucion de la concentracion de NAD" produce disminucion de la glicélisis y
como consecuencia disminucién de ATP afectando el transporte de Ca** que se lleva a
cabo por medio de la ATPasa de Ca® localizada en el reticulo sarcoplasmico, un
compartimiento especializado en el almacenamiento de Ca?*. Un incremento de Ca?'
citosdlico, proviniendo del medio extracelular o de depdsitos intracelular, puede conducir a
la muerte celular por activacion de enzimas (endonucleasas, proteasas y fosfatasas). Por
otro lado el NADP" es un derivado del NAD*, ambos son metabolitos del ATP, el grupo
fosforilo procedente del ATP esta catalizada por la NAD" cinasa. El NADP™ por accion de la
isocitrato deshidrogenasa o la enzima malica se transfiere un i6n hidruro para generar
NADPH. ElI NADPH es sustrato de la glutation reductasa, enzima responsable de regenerar
el GSH. Por lo tanto la disminucion de NAD" se relaciona con la disminucion de GSH
haciendo mas susceptible a la célula al dafio oxidativo. Y como consecuencia activar
sefales de apoptosis celular, por esto es necesario, inhibir esta enzima y asi no llevar a la
célula a la muerte, en este estudio se encontré que la administracion de PJ34 inhibe en un
80% la activacion de la PARP.

A pesar de todos los efectos benéficos obtenidos por el uso del ajo en polvo, el NDGA y el
PJ34, se considera que la proteccion no es total porque no se previenen otros tipos de
alteraciones, lo cual sugiere que el estrés oxidativo no es el inico mecanismo implicado en
la nefrotoxicidad ya que se han utilizado inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina Il para aminorar el dafio renal inducido por K,Cr,O; (Pedraza-Chaverri et al.,



1995b) y se ha estudiado el papel de la hormona tiroides en la IRA inducida por K,Cr,O7
(Rodriguez et al., 2003).

Es importante sefialar que el efecto obtenido sobre el dafio funcional inducido por K,Cr,07
es prevenido parcialmente con un 48% con la dieta suplementada con ajo en polvo al 2%,
un 44% con el NDGA y un 30% con el PJ34; el dafo tubular inducido por K,Cr,O; es
prevenido parcialmente con un 40% con la dieta suplementada con ajo en polvo al 2%, un
75% con el NDGA y un 56% con el PJ34; el estrés oxidativo es prevenido con la dieta
suplementada con ajo en polvo al 2% y el NDGA pero con el PJ34 es prevenido
parcialmente con un 95%. Por lo tanto la dieta suplementada con ajo en polvo al 2% es el
mejor tratamiento para prevenir el dafio funcional y el estrés oxidativo inducido por K>Cr,O7
y el NDGA es el adecuado para mejorar el dafio tubular y el estrés oxidativo inducido por
K2Cr207.



9. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el ajo en polvo, el NDGA y el PJ34 son capaces de prevenir
parcialmente el dafio renal funcional y estructural causado por la administracion de K;Cr,O7.
Este efecto puede ser consecuencia de que el ajo en polvo y el NDGA tienen propiedades
antioxidantes que disminuyen el estrés oxidativo relacionado con el dafio renal inducido por
el KyCr,O;. Por otra parte, el PJ34 previene parcialmente la IRA asociada a la
administracion de K,Cr,07. El efecto benéfico del PJ34 puede deberse, al menos en parte,
a su capacidad para inhibir a la PARP, enzima que esta contribuyendo al dafio renal
inducido por K,Cr,07.
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