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Resumen 

 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) incluyen radicales libres de oxígeno y cualquier 

otra molécula que contenga oxígeno más reactivo que el oxígeno molecular (O2). Las ERO 

se originan a partir de la reducción incompleta de O2 en el metabolismo normal de las 

células, incluyen especies como: anión superóxido (O2
• −), peróxido de hidrógeno (H2O2), 

radical hidroxilo (•OH) y singulete de oxígeno (1O2), entre otras. Un aumento en las 

especies reactivas genera un estado de estrés oxidativo relacionado con el envejecimiento y 

numerosas enfermedades humanas. Para diferenciar entre efectos fisiológicos y patológicos 

es necesario identificar y cuantificar las ERO. En este trabajo se determinó la presencia de 

O2
• −, H2O2, 

•OH y 1O2 en células de túbulo proximal de riñón de cerdo expuestas a 

K2Cr2O7 40 µM a lo largo de 24 h.  

Metodología: Se determinó la viabilidad celular con el método de cristal violeta. Se 

tomaron fotografías para determinar el daño estructural causado por el K2Cr2O7. Se 

adaptaron 4 métodos para la determinación de las ERO: El O2
• − se midió con el método de 

reducción de nitroazul de tetrazolio (NBT), el H2O2 se midió con el método de hierro 

3+/naranja de xilenol (FOX), el •OH se midió por la degradación de desoxiribosa con el 

método de ácido tiobarbitúrico y el 1O2 fue determinado por el método de la N,N-dimetil-4-

nitrosoanilina (DMNA).  

Resultados: La viabilidad para las células tratadas con K2Cr2O7 disminuyó conforme pasó 

el tiempo, se observaron células muertas desde las 3 h de exposición a K2Cr2O7. Se 

observó y cuantificó cerca del 50% de viabilidad celular a las 24 h de tratamiento con 

K2Cr2O7 40 µM. Se encontró que tanto en células tratadas con K2Cr2O7 40 µM como en 

sus medios de incubación hubo un aumento de las 4 ERO a través del tiempo. Este 

comportamiento semejante en ambos grupos (control y K2Cr2O7) se diferenció en varios 

tiempos de la exposición a K2Cr2O7. Se presentó un pico de producción de H2O2 a las 18 h 

y de 1O2 a las 21 h, en las células expuestas a K2Cr2O7. Además de un pico de producción 

de O2
• − a las 21 h y un aumento constante de H2O2 en el medio de incubación que contenía 

K2Cr2O7. 

Conclusiones: O2
• −, H2O2, 

•OH, y 1O2 están presentes en la toxicidad por K2Cr2O7 en las 

células LLC-PK1 y aumentan con el tiempo de exposición. Es posible que el H2O2 

extracelular inicie el daño en la toxicidad por K2Cr2O7. 
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I. ANTECEDENTES 

 

1. ESPECIES REACTIVAS Y ESTRÉS OXIDATIVO 

 

1.1. RADICALES LIBRES 

 

Un radical libre es cualquier especie molecular que contiene uno o más electrones 

desapareados y es capaz de existir independientemente. También se les conoce como 

agentes oxidantes. Un radical libre se puede formar por la ganancia o pérdida de un solo 

electrón de cualquier molécula. Existe un amplio espectro de especies moleculares con 

electrones desapareados en las células, sin embargo, son de especial interés los radicales de 

oxígeno. 

 

Los radicales libres son importantes para muchos procesos fisiológicos normales. Por 

ejemplo, los radicales con centro de carbono que sirven como intermediarios en el 

transporte de electrones en la mitocondria, regulan la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ERO), un proceso que, se estima utiliza 2-5% del consumo de oxígeno 

mitocondrial. Otro ejemplo es el papel fisiológico del óxido nítrico y otros derivados de las 

especies reactivas de nitrógeno (ERN) como reguladores fisiológicos del tono muscular 

(Murrant y Reid, 2001). 

 

1.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y DE NITRÓGENO 

 

El término “ERO” es amplio e incluye radicales libres de oxígeno y cualquier otra 

molécula que contenga oxígeno en la que el átomo de éste tiene una reactividad mayor que 

el oxígeno molecular (O2) (González et al., 2007). Las ERO incluyendo anión superóxido 

(O2
• −), peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (•OH) y singulete de oxígeno (1O2) 

son generados como productos de metabolismo celular normal (Elstner, 1982; Halliwell y 

Gutteridge, 1985; Tang et al., 2004; Wang y Jiao, 2000) y no sólo bajo condiciones 

patológicas (Commoner et al., 1954). 

 

La mitocondria es la principal fuente de producción de ERO en células eucariontes. Se 

estima que de 2-5% del flujo de electrones a través de la cadena respiratoria escapan para 

producir anión superóxido (O2
• −) (Cadenas y Davies, 2000; Chance et al., 1979; Fridovich, 
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1989; Sas et al., 2007). La velocidad de producción de O2
•− de la mitocondria se ha 

estimado en aproximadamente 1.2 nmol/min/mg (Boveris et al., 1972). La xantina oxidasa 

también se ha identificado como una fuente potencial de ERO en el citosol de fibras 

musculares. En la conversión enzimática de hipoxantina a xantina, el O2
•− aparece como un 

derivado (Apple et al., 1991; Laughlin et al., 1990; McCutchan et al., 1990). Fuentes 

enzimáticas adicionales de ERO pueden incluir a las NADPH-oxidasas (Duncan y Rudge, 

1988; Dinger et al., 2007), monoaminoxidasa (MAO), óxido nítrico sintasa (NOS), (Sas et 

al., 2007) oxidasas sarcoplasmicas (Crane et al., 1985; Freeman y Crapo, 1982), y enzimas 

del metabolismo del ácido araquidónico incluyendo ciclooxigenasas (Okabe et al., 1985), 

lipoxigenasas y citocromo P450 (Freeman y Crapo, 1982), así como otras enzimas de 

membrana plasmática (Crane et al., 1985). Los tipos de células que liberan ERO y ERN en 

el espacio extracelular incluyen células endoteliales (Babbs et al., 1991; Marin y 

Rodríguez-Martínez, 1995; Mitchell y Tyml, 1996; Panus et al., 1993), células vasculares 

de músculo liso (Charpie y Webb, 1993; Mohazzab-H y Wolin, 1994), neuronas motoras 

(Riberia et al., 1998), leucocitos (Suzuki et al., 1996) y eritrocitos (Stamler et al., 1997). 

Dependiendo de la carga y la reactividad, las ERO y ERN liberadas al espacio extracelular 

por dichas células pueden difundir al citosol. 

 

La molécula origen en la generación de ERO es un radical libre, el anión superóxido 

(O2
•−). La cascada de ERO incluye otras especies de radicales libres, incluyendo radicales 

hidroxilo (•OH) y radicales hidroperoxilo (HOO•), también incluyen derivados de oxígeno 

que no son radicales libres, por ejemplo el peróxido de hidrógeno (H2O2) (González et al., 

2007). La cascada de ERN incluye como radical origen el óxido nítrico (NO•) y un arreglo 

de derivados redox activos que incluyen dióxido de nitrógeno (NO2
•) y peroxinitrito 

(ONOO-) (Murrant y Reid, 2001). A continuación se muestran las ERO y ERN de 

importancia biológica (Roberfroid y Calderon, 1995) (Tabla 1). 

 

1.2.1. Anión superóxido (O2
•••• −−−−) 

 

El anión superóxido (O2
• −) es el radical libre más importante producido por la ganancia de 

un electrón en los sistemas biológicos (reacción 1), puede actuar como un agente reductor 

y oxidante. La difusión de O2
• − a través de las membranas puede restringirse debido a la 

carga   y   reactividad  (Freeman y  Crapo,  1982;  Halliwell  y  Gutteridge,  1986;  Rosen y  
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Tabla 1. Especies oxidantes reactivas de mayor importancia biológica 

Especies reactivas de oxígeno (ERO) Especies reactivas de nitrógeno (ERN) 

Radicales  

Anión superóxido                    O2
• − 

Radical hidroxilo                     •OH 

Radical peroxilo                       •OOR 

Radical perhidroxilo                •OOH 

Radical alcoxilo                       •OR 

Radical protein hem ferrilo      •X-[Fe(IV)=O] 

Radicales 

Radical óxido nítrico                    NO• 

Radical dióxido de nitrógeno       NO2
•  

 

No radicales  

Peróxido de hidrógeno             H2O2 

Ácido hipocloroso                    HOCl 

Ozono                                       O3 

Singulete de oxígeno                1O2 

No radicales 

Ácido nitroso                              HNO2 

Catión nitrosilo                           NO+ 

Anión nitroxilo                           NO- 

Tetróxido de dinitrógeno            N2O4 

Trióxido de nitrógeno                N2O3 

Peroxinitrito                              ONOO- 

Alquilperoxinitritos                  ROONO  

 

Freeman, 1984). El O2
• − reacciona con algunas moléculas y genera nuevos radicales libres, 

pero también puede reaccionar consigo mismo de tal  manera que un O2
•− se oxida a O2 y 

el otro se reduce a H2O2. Esto constituye la reacción de dismutación espontánea (Freeman 

y Crapo, 1982; Murrant y Reid, 2001). Mecanísticamente, la reacción de dismutación en 

los fluidos biológicos ocurre por protonación de uno o ambos O2
•− a HO2

•. Esta reacción de 

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

 

O2 + e
-
 → O2

• −
                                                                              (reacción 1) 

 

HO2
•
 + O2

• −
 + H

+
 → H2O2 + O2  (k2 ˜ 10

8
M

-1 
s

-1
)                        (reacción 2) 

 

HO2
•
 + HO2

•
 → H2O2 + O2   (k2 ˜ 10

6
M

-1
 s

-1
)                                (reacción 3) 

 

Además de la dismutación espontánea, el grupo de enzimas, superóxido dismutasas 

(SODs) eliminan específicamente al O2
• −. 
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El O2
• − puede reducir varias proteínas que contengan algún metal de transición (por 

ejemplo, citocromo c). Las reacciones particularmente relevantes de O2
• − con metales de 

transición ocurren en sitios conteniendo hierro-azufre, existentes en varias enzimas y 

acarreadores del transporte de electrones en la cadena respiratoria. 

 

El O2
• − o su forma protonada HO2

• puede reaccionar con otros radicales libres, como por 

ejemplo con el óxido nítrico NO• para formar peroxinitrito (reacción 4) (Halliwell y 

Gutteridge, 1992; Murrant y Reid, 2001; Sas et al., 2007). El cual (-O-O-N=O) es uno de 

los isómeros más reactivos del nitrato (González et al., 2007). 

 

O2
• −

 + NO
•
 → ONOO

-
                                                                 (reacción 4) 

 

El O2
• − en solución acuosa no es muy reactivo y se sugiere que muchos de sus efectos 

dañinos se deben a la formación de •OH (Halliwell y Gutteridge, 1985) dependiente de 

O2
•− y H2O2 (Beauchamp y Fridovich, 1970). En presencia de trazas de sales de hierro este 

proceso se conoce como la reacción de Haber-Weiss (reacción 5) (Deby & Goutier, 1990; 

Halliwell, 1978b,c, 1981a; Halliwell y Gutteridge, 1990; McCord y Day, 1978). 

 

2222 OOHOHOHO
Fedesal

++ →+
−•−•                                      (reacción 5) 

 

1.2.2. Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

El H2O2 es formado en los organismos durante las reacciones de oxidación de quinonas, 

por la oxidación de compuestos que contienen grupos sulfhidrilos, por la dismutación del 

O2
• − o bien, por acción de la SOD (Freeman, 1984). El H2O2 no es un radical en sí debido 

a que tiene todos sus electrones apareados. Es un agente oxidante y reductor débil, por lo 

tanto poco reactivo; sin embargo puede difundir a través de las membranas (Nath y Norby, 

2000). 

 

En presencia de Fe3+, el H2O2 puede participar en la reacción de Fenton (reacción 6) para 

formar •OH (Deby & Goutier, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1990,1992). 

  

−•++

++→+ OHOHFeOHFe
3

22
2                                             (reacción 6) 
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La velocidad de producción de H2O2 es relativamente alta en todas las células 

representando alrededor de 1–3% del consumo total de O2, principalmente como una ERO 

secundaria debido a la dismutación de O2
• −; (Halliwell y Gutteridge, 1999). Sin embargo, 

la reacción de Fenton en células normales es mínima porque los sistemas que disponen 

H2O2, catalasa y glutatión peroxidasa (Murrant y Reid, 2001), lo conservan en 

concentración muy baja (en el rango de nanomolar; Chance et al., 1979) y porque las 

concentraciones de metales de transición como los iones libres son incluso bajas. 

Normalmente, las proteínas forman complejos con los metales de transición, para limitar su 

reactividad. 

 

1.2.3. Radical hidroxilo (••••OH) 

 

El •OH es producido cuando el agua es expuesta a radiación ionizante (Von Sonnlag, 

1987). Debido a su alta reactividad tiene una vida media muy corta y está por consiguiente 

presente en concentraciones sumamente bajas (Murrant y Reid, 2001). El •OH reacciona 

con lipoproteínas, otras proteínas y constituyentes de líquidos corporales como el ácido 

hialurónico (Halliwell, 1981a; González et al., 2007). Cualquier •OH formado in vivo 

reaccionará con cualquier cosa presente en el sitio de formación, lo que hace difícil atrapar 
•OH y demostrar su formación directamente en sistemas biológicos (Halliwell y 

Gutteridge, 1999). El ataque de •OH sobre ADN genera múltiples productos (Steenken, 

1989; Von Sonnlag, 1987), las bases púricas y pirimídicas son modificadas (Dizdaroglu, 

1990; Halliwell y Aruoma, 1991). 

 

1.2.4. Singulete de oxígeno (1O2) 

 

El 1O2 no tiene electrones desapareados, por lo tanto no es un radical; sin embargo es muy 

reactivo sobre todo con los lípidos de membrana produciendo radicales peroxilo. El 1O2 se 

forma después de la absorción de energía cuántica, o bien como resultado de determinadas 

reacciones químicas, trayendo como resultado el salto de un electrón a un orbital superior y 

formándose un suborbital con un par de electrones con giros opuestos y un suborbital vacío 

(Corey et al., 1987; Khan y Kasha, 1994; Olinescu y Smith, 2002). Un ejemplo de su 

formación es cuando se iluminan determinados pigmentos en presencia de oxígeno 

(Huberman, 1995), por ejemplo clorofila, retinal, flavinas y porfirinas. El 1O2 tiende a 
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formarse en grandes cantidades en tejidos y órganos sometidos a radiaciones ionizantes 

terapéuticas (Yu, 1994). 

 

1.2.5. Otras especies reactivas 

 

Aunque las ERO más importantes son H2O2, O2
• − y •OH, hay otras ERO que son radicales 

libres como el radical hidroperoxilo (HO2
•), los radicales alcoxil (RO•) y los radicales 

peroxil (RO2
•). De hecho HO2

• es el radical peroxil más simple. En otros radicales libres en 

los que el átomo reactivo no es oxígeno se agrupa la mayoría de los radicales 

biológicamente relevantes entre los que se encuentran: (1) metales de transición como 

hierro, cobre y manganeso qué tienen varios electrones desapareados y dos números de 

oxidación principales (Fe2+ y Fe3+; Cu+ y Cu2+; Mn2+ y Mn3+) permitiéndoles aceptar o 

donar un electrón; (2) radicales con centro de carbono formados por la abstracción de un 

átomo de hidrógeno de un enlace C-H (reacción 7); (3) radicales con centro de azufre 

(radicales tiil) formados en la reacción de moléculas que contienen SH con metales de la 

transición (glutation reducido, reacción 8) o por rompimiento homolítico de enlaces 

disulfuro en las proteínas u oxidación del glutatión (reacción 9) (González et al., 2007). 

 

R≡C-H + 
•
OH

  
→ R≡C

•
 + H2O                                                     (reacción 7) 

 

GSH + Fe
3+

 → GS
•
 + Fe

2+
 + H

+                                                   (reacción 8) 

 

GS-SG → GS
•
 + GS

•
                                                                   (reacción 9) 

 

1.3. ESTRÉS OXIDATIVO 

 

Un aumento en los niveles de ERO o radicales libres crea estrés oxidativo resultado de un 

desequilibrio en el balance redox. El estrés oxidativo lleva a lesiones bioquímicas y 

fisiológicas las cuales pueden deteriorar el metabolismo, causando daño oxidativo a 

lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, lo que eventualmente resulta en muerte celular 

(Heinonen et al., 1998; Rice-Evans y Millar, 1996; Satue-Gracia et al., 1997; Chance et al., 

1979; Fridovich, 1975,1978; Halliwell 1978a,1981a; Tang et al., 2004). El daño oxidativo 

está asociado con el envejecimiento y numerosas enfermedades humanas (Finkel y 
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Holbrook, 2000; Halliwell, 1991; Halliwell y Aruoma, 1992; Halliwell y Gutteridge, 1999; 

Maxwell, 1995; Mujahid et al., 2007; Ross et al., 1997; Steinberg, 1991) por ejemplo: 

inflamación, cáncer, ateroesclerosis, diabetes mellitus (Ames et al., 1995; Barthomeuf et 

al., 2001; Remacle y Renard, 1996), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, 

enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrófica, enfermedad de Wilson, ataxia de 

Friedreich y esclerosis múltiple (Chaudhury y Saeker, 1983; Fang, 1989; Kozumbo et al., 

1985; Sas et al., 2007), necrosis tubular aguda causada por numerosas fallas renales 

incluyendo daño por isquemia/repercusión, nefrotoxicidad por sustancias químicas (Baud y 

Ardaillou, 1986; Nath et al., 1996; Shah y Walker, 1992; Walker y Shah, 1987; Weinberg, 

1991) e insuficiencia renal aguda (IRA, Ueda et al., 1995). 

 

Para diferenciar entre efectos fisiológicos y patológicos es necesario identificar y 

cuantificar las ERO y ERN. 

 

1.4. DETERMINACIÓN DE ERO Y ERN 

 

Los ensayos que proveen evidencia indirecta de actividad de ERO y ERN incluyen: 

cambios en los niveles de antioxidantes endógenos o aumento en los marcadores 

bioquímicos de daño oxidativo o nitrosativo, por ejemplo niveles de ácido tiobarbitúrico o 

marcadores de oxidación de proteínas y lípidos. Se pueden obtener evidencias indirectas de 

síntesis de óxido nítrico (NO) por medición de citrulina (un producto de la síntesis de NO 

de L-arginina), por medición de la actividad de óxido nítrico sintasa (NOS) en tejidos 

homogenizados, y por medición de moléculas que actúan como segundos mensajeros para 

NO, por ejemplo, GMPc. Se han obtenido evidencias indirectas de los efectos de ERO en 

la función muscular probando los efectos de enzimas anti-ERO (superóxido dismutasa y 

catalasa) y antioxidantes no específicos (donadores de grupo tiol, trampas de spin, 

nutrientes antioxidantes, etc.). Sin embargo, ninguno puede ser utilizado para determinar la 

producción biológica de ERO y ERN. 

 

Las ERO y ERN endógenas son difíciles de medir en sistemas biológicos porque son 

producidos en pequeñas cantidades y porque son relativamente inestables. in vivo, las ERO 

y ERN son degradadas rápidamente por interacción con antioxidantes endógenos 

(superóxido dismutasa, catalasa y glutatión) y componentes celulares que incluyen 
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residuos de tiol, oxígeno molecular, metaloproteínas y otras ERO y ERN. En la tabla 2 se 

muestran los ensayos que se han utilizado para la determinación de ambas especies: 

 

Tabla 2. Ensayos usados para determinar ERO y ERN 

Ensayo ERO y ERN 

detectadas 

Tipo de muestra Referencia 

RSE (Resonancia 

spin electrónico) 

Radicales 

libres 

Músculo de conejo 

Tibial anterior de rana 

Extremidad posterior de 

rata 

Gastrocnemio de ratón 

Gastrocnemio de rata 

Recto abdominal de 

humano 

Commoner et al. 1954 

Koren et al. 1983 

Davies et al. 1982 

 

Jackson et al. 1985 

Citocromo C O2
• −/ NO Diafragma de rata 

Diafragma de rata 

Diafragma de rata 

Diafragma de rata 

Diafragma de rata 

Borzone et al. 1994 

Reid et al. 1992a 

Kobzik et al. 1994 

Andrade et al. 1996 

Kolbeck et al. 1997 

DCFH (2’,7’-

diclorodihidro-

fluoresceína) 

ERO / ERN Diafragma de rata 

Diafragma de rata 

Vasto lateral de rata 

Tibial anterior de conejo 

Células endoteliales 

 

Estrés en sangre total 

Fagocitos  

Fagocitos  

Macrófagos de microglia 

de rata 

Estrés oxidativo en 

neutrófilos 

 

Reid et al. 1992b 

Murrant et al. 1999 

Bemja y Ji 1999 

Best et al. 1999 

Royall e Ischiropoulos 

1993 

Trinkle et al. 1987 

Rothe y Valet 1990 

Rothe et al. 1991 

Banati et al. 1991 

 

Smith y Weidemann 

1993 
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Estallido respiratorio en 

granulocitos 

Condrocitos articulares 

de conejo  

Vowells et al. 1995 

 

Tiku et al. 1990 

Salicilato 

(Hidroxilación 

aromática) 

•OH / 

ONOO 

Diafragma de rata 

Sóleo de rata 

Gastrocnemio de rata 

Sóleo de rata 

Gastrocnemio de rata 

Díaz et al. 1993 

Ohkuwa et al. 1997 

 

Itoh et al. 1998 

Quimioluminis-

cencia 

NO Extensor digital lateral de 

rata 

Sóleo de ratón  

Diafragma de ratón 

Balon y Nadler 1994 

 

Hirschfield 2000 

L-fenilalanina •OH / 

ONOO 

Tríceps sural de gato 

Vasto lateral de rata 

O´Neill et al. 1996 

Leeuwenburgh et al. 

1998 

Nitración de 

tirosina 

•OH / 

ONOO 

Vasto lateral de rata Leeuwenburgh et al. 

1998 

Sensor porfirínico NO Aductor mayor de conejo Huck et al. 1997 

Lucigenina  O2
• − Aductor mayor de conejo Huck et al. 1997 

Hidroetidina  O2
• −/ 

ONOO 

Diafragma de rata Nethery et al. 1999 

Método de 

Richmond  

•OH in vitro 

in vitro 

in vitro (PMN)  

Jugo de cosecha de bayas 

Jugo de fresa 

Richmond et al. 1981 

Floyd et al. 1984 

Sagone et al. 1993 

Wang y Jiao 2000 

Wang y Zheng 2001 

Reacción con 

titanio 

•OH Extractos de plantas Patterson et al. 1984 

Método de 

Elstner y Heupel 

O2
• − Jugo de cosecha de bayas 

Jugo de fresa 

Wang y Jiao 2000 

Wang y Zheng 2001 

NBT (nitroazul de 

tetrazolio) 

O2
• − Solución con polímero de 

Symphytum asperum 

Barthomeuf et al. 2001 
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Sulindac, sulfato de 

sulindac o sulfona de 

sulindac 

S-alilcisteína (SAC) 

Fernandes et al. 2003 

 

 

Medina-Campos et al. 

2007 

FOX (hierro 3+/ 

naranja de 

xilenol) 

H2O2 Hidroperoxidos en fase 

acuosa y lipídica 

Bebidas (te y  café) 

S-alilcisteína (SAC) 

Wolff 1994 

 

Lee y Halliwell 2001 

Medina-Campos et al. 

2007 

Ácido 

Tiobarbitúrico 

(TBA) 

•OH Solución con polímero de 

Symphytum asperum 

Sulindac, sulfato de 

sulindac o sulfona de 

sulindac 

Barthomeuf et al. 2001 

 

Fernandes et al. 2003 

 

DMNA (N,N-di 

metil-4-nitroso-

anilina) 

1O2
 Cloroplastos 

 

Jugo de cosecha de bayas  

Jugo de fresa 

S-alilcisteína (SAC) 

Chakraborty y Tripathy 

1992 

Wang y Jiao 2000 

Wang y Zheng 2001 

Medina-Campos et al. 

2007 

 

 

Los ensayos para detectar ERO y ERN deben tener características específicas. 1) El 

sistema de ensayo debe ser suficientemente reactivo para competir con las enzimas y otros 

blancos intracelulares; 2) Para detectar la mayoría de las especies reactivas, el sistema de 

ensayo debería tener acceso al espacio intracelular donde la reactividad y la carga tienden a 

concentrar ERO y ERN endógenos cerca de los sitios de síntesis; 3) La cuantificación de 

ERO y ERN requiere que el ensayo pueda ser calibrado; 4) Para identificar especies 

moleculares específicas, el ensayo debe tener un alto grado de especificidad, ensayos sin 

especificidad pueden usarse para estimar la producción total de ERO y ERN (Murrant y 

Reid, 2001). 
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1.5. ANTIOXIDANTES 

 

Existen 2 grandes sistemas de defensa contra el estrés oxidativo: a) enzimáticos: SOD, 

catalasa, peroxidasa, peroxirredoxina y algunas enzimas de apoyo; b) no enzimáticos: 

como los antioxidantes de bajo peso molecular que actúan indirectamente (por ejemplo los 

agentes quelantes) y los que actúan directamente (por ejemplo glutatión y agentes 

exógenos de las fuentes dietéticas: ácido ascórbico, ácido lipoico, polifenoles y 

carotenoides) (Barthomeuf et al., 2001; Gilgun et al., 2001; Sies, 1993). Sin embargo, estos 

mecanismos protectores no son particularmente eficaces. 

 

2. CROMO 

 

El cromo (Cr) es el sexto elemento más abundante de la tierra y sólo se encuentra en 

combinación con otros elementos. Los compuestos de cromo son utilizados principalmente 

en 3 tipos de industrias: química, metalúrgica y de material refractario (material resistente 

al calor). En dichas industrias es donde ocurre la exposición ocupacional a estos 

compuestos. Los estados de oxidación más estables del cromo son 3+ y 6+, siendo la forma 

trivalente más estable que el cromo hexavalente. La toxicidad de los compuestos de cromo 

depende de su estado de oxidación. En promedio la dosis letal del cromo hexavalente es de 

1-3 g, en cambio, el cromo trivalente es relativamente no tóxico. El cromo hexavalente es 

un oxidante muy fuerte, especialmente en medio ácido (Barceloux, 1999). Dependiendo de 

la vía por la que ingrese al cuerpo, el cromo hexavalente puede ocasionar sensibilidad en la 

piel, el pulmón, irritación generalizada de la conjuntiva y mucosas membranales, 

perforaciones nasales y dermatitis. En cambio, el cromo trivalente es un elemento traza 

necesario para la formación del factor de tolerancia a la glucosa y para el metabolismo de 

la insulina (Bencko, 1985).  

 

2.1. DICROMATO DE POTASIO (K2Cr2O7) 

 

El dicromato de potasio (K2Cr2O7) es un compuesto de origen sintético y su primer uso fue 

como pigmento (amarillo y naranja). Actualmente el K2Cr2O7 es utilizado para la 

inhibición de la corrosión, el cromado, preparación de limpiadores de cristales, 

preservación de maderas, fabricación de fósforos, terminados de metales y producción de 

pigmentos. En la industria metalúrgica se utiliza en la fabricación de acero inoxidable, de 
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hierro colado y de aleaciones ferrosas. Este compuesto, por su alto punto de fusión y 

resistencia al ácido, es ideal para la fabricación de material refractario. La mayor 

exposición a este compuesto ocurre durante la preparación de ferrocromo, pigmentos de 

cromo, platinados de cromo y soldadura de acero inoxidable (Barceloux, 1999). 

 

El K2Cr2O7 es muy soluble en agua y en solución se disocia en iones potasio y dicromato 

(K+
 y Cr2O7

2-), en medio básico se favorece la formación de anión cromato (CrO4
2-). Sin 

embargo, en ambos iones el estado de oxidación del cromo es 6+. En condiciones 

fisiológicas, se favorece la formación del ión cromato (CrO4
2-). La vida media del Cr(VI) 

en plasma es de 39 h (De Flora y Wetterhahn, 1989) y entra a las células por acción de un 

sistema de transporte aniónico para fosfatos y sulfatos (Dartsch et al., 1998; Jennette, 

1981). Se acumula principalmente en hígado y riñón, siendo afectada la función de ambos 

(Laborda et al., 1986). En el riñón provoca insuficiencia renal aguda (Pedraza-Chaverri et 

al., 1995b; Seiken et al., 1994) y necrosis tubular aguda (NTA) (Dartsch et al., 1998; Ellis 

et al., 1982; Franchini et al., 1978; Liu y Shi, 2001; Pedraza-Chaverrí et al., 1995b; Tandon 

et al., 1979; Wedeen y Qian, 1991, Barrera et al., 2003a). 

 

3. RIÑÓN 

 

El riñón es un órgano par, localizados justo arriba de la cintura entre el peritoneo y la parte 

posterior del abdomen (Esquema 1). En el humano adulto, un riñón normal mide de 10 a 

12 cm de largo, de 5 a 7 cm de ancho y 3 cm de espesor; tiene una masa de 135 a 150 g. 

 

Un corte frontal a través del riñón revela dos regiones distintas: corteza renal y médula 

renal. La corteza renal y pirámides de la médula renal constituyen la porción funcional o 

parénquima del riñón (Esquema 1). En éste se encuentran cerca de un millón de estructuras 

microscópicas llamadas nefronas (unidades funcionales del riñón). 

 

3.1. NEFRONA 

 

Las nefronas se encargan de filtrar la sangre, retornar a la sangre las sustancias útiles para 

que no se pierdan del cuerpo y retirar de la sangre sustancias que no son necesarias para el 

organismo. Mantienen la homeostasis de la sangre y producen orina (Tortora et al., 2006). 
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Esquema 1. Sección frontal del riñón izquierdo mostrando sus principales características 

anatómicas. 

 

La nefrona se conforma del glomérulo y del túbulo. En el túbulo se pueden apreciar 

diferentes secciones. Las nefronas cuyos glomérulos están en las porciones externas de la 

corteza renal presentan asas de Henle cortas (nefronas corticales) y aquellas cuyos 

glomérulos están en la región yuxtamedular de la corteza (nefronas yuxtamedulares) tienen 

asas largas que se extienden hasta las pirámides medulares. En los humanos, sólo 15% de 

las nefronas tiene las asas largas. 

 

Los glomérulos miden unos 200 µm de diámetro, se forman por la invaginación de 

capilares hacia el extremo ciego dilatado de la nefrona (cápsula de Bowman). Hay dos 

capas celulares que separan la sangre del filtrado glomerular en la cápsula de Bowman: el 

endotelio capilar y el epitelio especializado de la cápsula que está formado por podocitos 

que cubren los capilares glomerulares. Existen células estrelladas llamadas células 

mesangiales que se localizan entre la lámina basal y el endotelio. Las células mesangiales 

son contráctiles y participan en la regulación de la filtración glomerular.  

 

La membrana glomerular permite el paso libre de las sustancias neutras de hasta 4 nm de 

diámetro y excluye las de más de 8 nm. Las cargas de las moléculas y su diámetro afectan 

su paso hacia la cápsula de Bowman.  

 

Arteria ,~~, / Pe,"" 
renal 
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A partir de la membrana glomerular se continúa el túbulo de la nefrona. El túbulo 

contorneado proximal humano mide cerca de 15 mm de largo y 55 µm de diámetro. Su 

pared está formada por una sola capa de células en forma de cubo y ricas en mitocondrias 

(Pocock y Richards, 2005). Los bordes luminales de las células tienen un borde de cepillo 

estriado por la presencia de innumerables microvellosidades que miden 1 x 0.7 µm 

(Esquema 2). 

 

El túbulo proximal contorneado se endereza y la siguiente porción de cada nefrona es el 

asa de Henle. La porción descendente del asa y la porción proximal del miembro 

ascendente están hechas de células delgadas, permeables. La porción gruesa del túbulo 

ascendente está conformada de células gruesas que contienen muchas mitocondrias 

(Esquema 2). 

 

Esquema 2. Nefrona yuxtamedular. Principales características histológicas de las células 

que constituyen cada porción de túbulo. 

 

Túbulo 
contorneado proximal 

Tübulo 
contorneado distal 

Rama ascendoote __ - - -
delgada del asa de Hénle 

Túbulo colector 

Médu~ 
externa 

Médula 
Interna 
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La rama ascendente gruesa del asa de Henle llega al glomérulo de la nefrona, del cual 

surgió el túbulo, y pasa cerca de sus arteriolas. El túbulo contorneado distal, mide cerca de 

5 mm de largo. Su epitelio es más bajo que el del túbulo proximal y, aunque tiene unas 

cuantas microvellosidades, no hay un borde de cepillo distintivo (Esquema 2). Los túbulos 

distales confluyen para formar túbulos colectores que miden 20 mm de largo y pasan por la 

corteza y médula renal para vaciarse en la pelvis renal en los vértices de las pirámides 

medulares (Ganong, 2006).  

 

3.1.1. Importancia del túbulo proximal 

 

El túbulo proximal reabsorbe aproximadamente dos terceras partes del agua, sodio, 

potasio, cloro, bicarbonato y otros solutos filtrados. En circunstancias normales reabsorbe 

virtualmente toda la glucosa, el lactato y los aminoácidos filtrados. La fuerza que impulsa 

la reabsorción de todas estas sustancias es la bomba de sodio (ATPasa de Na+/K+) que se 

encuentra en la superficie basolateral de las células epiteliales del túbulo proximal. 

 

Además de su actividad reabsorbente, las células del túbulo proximal secretan activamente 

diversas sustancias al interior de la luz tubular. Elimina numerosos metabolitos de la 

sangre, incluyendo sales biliares, creatina, hipuratos, prostaglandinas y urato, así como 

diversas sustancias incluyendo fármacos (Pocock y Richards, 2005). Esta gran actividad de 

las células del túbulo proximal las hacen susceptibles al daño por diversos tóxicos. 

 

3.2. NEFROPATIAS 

 

Las nefropatías se encuentran entre las causas más importantes de muerte e incapacidad en 

muchos países de todo el mundo. En los últimos años aparecen entre las 6 primeras causas 

de morbilidad hospitalaria y como la décima causa de muerte en el país (INEGI/SSA). 

  

3.2.1. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA) 

 

Las causas de la IRA pueden dividirse en tres categorías principales: 

 

1. IRA como resultado de un menor aporte sanguíneo renal; este trastorno a menudo 

se denomina IRA prerrenal para reflejar el hecho de que la anomalía se produce en 
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un sistema previo a los riñones. Esto puede ser la consecuencia de una insuficiencia 

cardíaca con un menor gasto cardíaco y una presión arterial baja o de trastornos 

asociados a un menor volumen sanguíneo y a una presión arterial baja, como una 

hemorragia grave. 

2. IRA intrarrenal debido a anomalías dentro del propio riñón, incluidas las que 

afectan los vasos sanguíneos, los glomérulos o los túbulos. 

3. IRA posrenal, debida a una obstrucción del sistema colector urinario en cualquier 

lugar entre los cálices y la salida vesical. Las causas más comunes de obstrucción 

de la vía urinaria fuera del riñón son los cálculos renales debidos a la precipitación 

de calcio, urato o cistina. 

 

3.2.1.1. Insuficiencia renal aguda intrarrenal 

 

La IRA intrarrenal puede dividirse en: trastornos que lesionan los capilares glomerulares u 

otros vasos renales pequeños, trastornos que lesionan el epitelio tubular renal y trastornos 

que lesionan el intersticio renal. 

 

La necrosis tubular es la destrucción de las células epiteliales en los túbulos. Algunas 

causas comunes de la necrosis tubular son: la isquemia grave y el aporte inadecuado de 

oxígeno a las células epiteliales tubulares, y los venenos, toxinas o medicamentos que 

destruyen las células epiteliales tubulares. 

 

Los tóxicos renales y medicamentos pueden lesionar el epitelio tubular y provocar una 

IRA. Ejemplo de ellos son tetracloruro de carbono, metales pesados (como el mercurio, 

plomo y cromo), etilenglicol, varios insecticidas y medicamentos usados como antibióticos 

(tetraciclinas) y cis-platino (usado para tratar ciertos cánceres). Cada una de estas 

sustancias tiene una acción tóxica específica sobre las células epiteliales tubulares del riñón 

que causa la muerte de muchas de ellas. Las células epiteliales se desprenden y obstruyen 

los túbulos. En algunos casos se destruye una zona amplia, incluyendo capilares. Si sólo 

mueren células epiteliales de túbulo proximal, pueden crecer nuevas células a partir de 

algunas que permanezcan. De manera que el túbulo se repara a sí mismo en 10-20 días 

(Guyton y Hall, 2006). 
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Algunas causas de IRA intrarrenal son: 

 

Lesión de vasos pequeños o glomerular 

- Vasculitis (poliarteritis nudosa) 

- Émbolos de colesterol  

- Hipertensión maligna 

- Glomerulonefritis aguda 

 

Lesión epitelial tubular (necrosis tubular) 

- Necrosis tubular aguda debida a isquemia 

- Necrosis tubular aguda debida a toxinas (metales pesados, etilenglicol, insecticidas, 

intoxicación por setas, tetracloruro de carbono) 

 

Lesión intersticial renal 

- Pielonefritis aguda 

- Nefritis intersticial alérgica aguda 

 

3.2.2. INSUFICIENCIA RENAL CRÓNICA (IRC)  

 

La IRC se desarrolla cuando la IRA no se repara a tiempo y se han perdido más de tres 

cuartas partes del tejido renal funcional. Como consecuencia, la tasa de filtración 

glomerular (TFG) disminuye sustancialmente y la concentración de orina en sangre 

aumenta (uremia). El deterioro de la función tubular hace fracasar la regulación iónica 

normal, origina  acidosis y acumulación de metabolitos. A menos que se apliquen medidas 

correctivas, la acumulación de metabolitos (en especial metabolitos nitrogenados derivados 

del catabolismo de las proteínas) y la alteración del equilibrio iónico normal desembocan 

en una depresión del SNC, el coma y, en último término, la muerte (Pocock y Richards, 

2005). 
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II. INTRODUCCIÓN 

 

Sharma y col. (1978) demostraron que el K2Cr2O7 es capaz de provocar, además de 

necrosis tubular, hemólisis intravascular, la cual puede acelerar el proceso de necrosis y 

entonces agravar la insuficiencia renal. Se ha reportado que el K2Cr2O7 administrado a 

ratas (en dosis únicas de 20 mg/kg) provoca alteraciones en el riñón, afectando 

particularmente a las células del túbulo proximal (Ruegg et al., 1987) provocando en ellas 

la pérdida de la membrana de borde de cepillo. Pedraza-Chaverrí y col. (1995b) y Barrera 

y col. (2003a,b) determinaron que las células epiteliales del túbulo proximal de ratas 

tratadas con 15 mg/kg de K2Cr2O7 presentan un aumento en el número de vacuolas y 

lisosomas. 

 

En presencia de glutatión peroxidasa y NADPH, el Cr (VI) se reduce a Cr (V) generando 
•OH (Shi y Dalal, 1989; Xie y Zhuang, 2001). Otros estudios indican que el Cr (VI) puede 

interaccionar con grupos tioles, por ejemplo el del glutatión (Appenroth et al., 1996a; Hojo 

y Satomi, 1991; O’Brien et al., 1985; Pourahmad y O’Brien, 2001; Sugiyama, 1992) 

produciendo in vitro Cr (V), el cual es capaz de reducir al oxígeno molecular generando 

O2
• − (O’Brien y Kortenkamp, 1994). El O2

• − a su vez es reducido por la superóxido 

dismutasa, o bien genera H2O2 por dismutación, el cual al reaccionar con el Cr (V) 

mediante la reacción de Fenton produce la ruptura de la molécula generándose •OH (Aiyar 

et al., 1990; Jones et al., 1991; Liu y Shi, 2001). Algunos estudios in vitro sugieren que 

además de •OH se puede generar 1O2 con la participación de algunas moléculas de agua 

(Kawanishi et al., 1986; Sugden y Stearns, 2000). 

 

Xie y Zhuang (2001) observaron que en cultivos de células de pulmón de hámster chino, la 

generación de •OH en células tratadas con Cr (VI) está involucrado en el daño de la 

membrana plasmática y de los organelos, lo que ocasiona su disfunción. 

 

Las ERO participan en la fisiopatología de la IRA experimental, como en la isquemia-

reperfusión  (Nath y Norby, 2000; Pedraza-Chaverri et al., 1992,2000; Rodrigo y Rivera, 

2002; Ueda et al., 2001). La IRA inducida por K2Cr2O7 se ha usado como modelo de 

estudio para la fisiopatología de esta enfermedad (Barrera et al., 2003a,b; Pedraza-Chaverrí 

et al., 1995b; Seiken et al., 1994). 
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III. HIPÓTESIS 

 

Considerando que el estrés oxidativo se presenta durante la insuficiencia renal aguda por 

K2Cr2O7 entonces es posible medir algunas ERO (peróxido de hidrógeno, anión 

superóxido, radical hidroxilo y singulete de oxígeno) generadas por exposición de las 

células de túbulo proximal al tóxico. 

 

 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar las ERO: peróxido de hidrógeno, anión superóxido, radical hidroxilo y 

singulete de oxígeno; en la toxicidad por exposición a K2Cr2O7 en células de epiteliales de 

túbulo proximal de cerdo (LLC-PK1). 

 

 

 

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Establecer los tiempos de estudio del modelo de toxicidad por exposición a K2Cr2O7 en 

células LLC-PK1, determinar la viabilidad, la cantidad de proteína en cada tiempo y el 

daño celular. 

 

Establecer las condiciones experimentales para realizar la determinación de peróxido de 

hidrógeno, anión superóxido, radical hidroxilo y singulete de oxígeno en células LLC-PK1. 

 

Medir los niveles de peróxido de hidrógeno, anión superóxido, radical hidroxilo y singulete 

de oxígeno en células LLC-PK1 expuestas o no a K2Cr2O7. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Reactivos 

 

La histidina, el ácido ascórbico, el naranja de xilenol, el hidroxitolueno butilado, la N,N-

dimetil-4-nitrosoanilina (DMNA), el nitroazul de tetrazolio (NBT), el carbonato de sodio 

(Na2CO3), el sulfato ferroso amoniacal hexahidratado ((NH4)2Fe(SO4)2-6H2O), la 

desoxirribosa, el tetrametoxipropano (TMPO), el ácido tiobarbitúrico y la deferoxamina 

mesilato (DFO) fueron de la marca Sigma-Aldrich. El dicromato de potasio (K2Cr2O7), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el ácido tricloroacético, el metanol grado HPLC, el H2SO4, 

el fosfato de potasio monobásico (KH2PO4), el fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) fueron 

de la marca JT Baker. El fosfato de potasio dibásico (K2HPO4) fue de la marca 

Mallinckrodt. 

 

Las células epiteliales de túbulo proximal renal de cerdo (LLC-PK1) fueron de American 

Type Culture Collection (ATCC). El Medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM), la 

tripsina (25%), el suero fetal bovino (SFB), el antibiótico/antimicótico (100 U/mL de 

penicilina, 0.10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2.5 µg/ml de anfotericina B) fueron 

de la marca GIBCO. 

 

2. Cultivo de células 

 

Las células LLC-PK1 se cultivaron en DMEM suplementado con SFB al 10% 

(DMEM/SFB 10%) y se mantuvieron a 37°C en una atmósfera de O2 con 5% de CO2 en 

una incubadora RM130005-9-ABA (Revco Termo Electrón Corporation). Se subcultivaron 

dos veces por semana antes que alcanzaran el 80% de confluencia. Para ello, se trabajó en 

un área estéril generada en un gabinete de seguridad biológica Clase II Tipo A2 (Nuaire). 

En dicho gabinete se retiró el medio a las células y se lavaron con solución amortiguadora 

de fosfatos (PBS) pH 7.5. Se adicionó 1 ml de tripsina y se incubó durante 3 min a 37°C. 

Se tomó la tripsina junto con las células y se depositó en un tubo estéril de 15 ml. Se hizo 

un lavado a la caja, adicionó 1 ml de DMEM/SFB 10% y el medio se depositó en el tubo. 

Las células se centrifugaron a 1,000 rpm durante 3 min, en una centrífuga EBA20 

(Hettich); se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 5 ml de DMEM/SFB 10% para 

resuspender las células. 
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Para el crecimiento de las células se adicionó el DMEM/SFB 10% suficiente para distribuir 

las células en el número de cajas deseado. Cuando se sembraron cajas para experimento, 

las células se contaron en una cámara de Neubauer. Posteriormente, se sembraron cajas de 

96 pozos, con 20,000 células en 70 µl de DMEM/SFB 10% por pozo. Cuando se alcanzó la 

confluencia (usualmente 24 h después), se eliminó el medio y se adicionaron 70 µl de 

solución de tratamiento. 

 

3. Modelo de estudio 

 

Se utilizó el modelo de toxicidad por dicromato de potasio en células LLC-PK1. 

Recientemente en el laboratorio donde se realizó esta tesis se caracterizó dicha toxicidad. 

Se utilizó la concentración efectiva 50 (CE50) a 24 h (40 µM). 

 

Las células sembradas en cajas de 96 pozos se organizaron en dos grupos: control (CT) y 

K2Cr2O7 (DCR). Se les eliminó el medio y se les adicionó DMEM/SFB 1% al grupo CT ó 

K2Cr2O7 40 µM en DMEM/SFB 1% al grupo DCR. Se incubaron por 3, 6, 9, 12, 15, 18, 

21, ó 24 h. Una vez cumplido el tiempo de incubación, se tomaron fotografías 

representativas de cada grupo y tiempo. Posteriormente, se retiró el medio y sólo se 

conservaron 20 µl para su uso posterior. Las células se lavaron con el correspondiente 

amortiguador. A continuación, dependiendo del parámetro a medir: a) se realizaron las 

determinaciones de viabilidad o cantidad de proteína; b) se les adicionaron 10 ó 20 µl del 

amortiguador de fosfatos (AF) de acuerdo a la determinación y se sonicaron a 20 Khz (130 

W) durante 10 segundos en un sonicador VCX130PB (Sonics & Materials). Las 

determinaciones de O2
•−, H2O2, 

•OH, y 1O2 se realizaron en las células y en sus 

correspondientes medios de incubación. Los experimentos se hicieron por triplicado o 

cuadruplicado y se repitieron en 3 diferentes ocasiones.  

 

4. Cuantificación de proteínas 

 

La determinación de proteínas se realizó por el método colorimétrico de Lowry (Lowry et 

al., 1951). Después del tratamiento, las células se lavaron con PBS, se les adicionaron 10 

µl de agua destilada y se sonicaron a 20 Khz (130 W) durante 10 segundos. Se preparó una 

curva patrón con albúmina sérica bovina (0, 5, 10, 15, 25, 35, 50 y 100 µg/ml) y se trató a 

la par de las muestras. Se adicionaron 100 µl de la solución C [A:B, 50:1 (A: tartrato de 
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sodio y potasio 0.02%, NaOH 0.4%, Na2CO3 2%; B: CuSO4 0.5%)], se agitó y se incubó 

durante 10 min a temperatura ambiente. Después se adicionaron 10 µl de solución D 

(Folin:agua, 1:1), se agitó en vortex G-560 (Scientific Industries) y se incubó durante 30 

min a temperatura ambiente. La absorbencia se determinó a 660 nm. La curva se utilizó 

para calcular la concentración de cada muestra analizada. Los resultados se expresaron 

como µg de proteína. 

 

5. Ensayo de viabilidad 

 

La viabilidad celular se midió mediante el método de cristal violeta. Las células muertas 

pierden su capacidad de mantenerse adheridas a la caja de cultivo (Flick y Gifford, 1984) y 

mediante el lavado son eliminadas. El cristal violeta se une inespecíficamente a las 

proteínas, por tanto hay una relación directa entre la cantidad de proteína determinada por 

el colorante y el número de células vivas presentes.  

 

Después del tratamiento, las células se lavaron con 50 µl de PBS para remover las células 

muertas (células no adheridas). Las células que permanecieron adheridas (células vivas) se 

fijaron con 50 µl de glutaraldehído 1.1% (v/v) y después de 15 min éste se eliminó. Se 

adicionaron 50 µl de cristal violeta 0.5% y se incubaron durante 15 min a temperatura 

ambiente. Después se retiró el cristal violeta y las células se lavaron con agua corriente y 

se dejaron secar al aire. Posteriormente, se adicionaron 50 µl de ácido acético al 10% y se 

determinó la absorbencia a 595 nm. La viabilidad se expresó como porcentaje respecto al 

control. 

 

6. Determinación de anión superóxido (O2
•••• −−−−) 

 

En esta determinación, se empleó el método de reducción del NBT. En este ensayo el NBT 

es reducido por el O2
• − y se convierte a formazán de NBT que absorbe a 560 nm (Bielski y 

Shlue, 1980). Las sales de tetrazolio son indicadores coloridos muy sensibles a reacciones 

enzimáticas redox. 

 

Se utilizó como blanco la mezcla de reacción (NBT 0.075 mM y carbonato de sodio 32 

mM en AF 50 mM pH 7). A 20 µl de muestra en AF 50 mM pH 7 ó medio de incubación, 
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se adicionaron 80 µl de la mezcla de reacción. Se agitó en vortex e inmediatamente se 

midió la absorbencia cada minuto a 560 durante 3 min en un espectrofotómetro DU 800 

(Beckman). Se obtuvo el promedio de las diferencias por minuto, se calculó la 

concentración de O2
• − utilizando el coeficiente de absortividad molar (25 400 M-1cm-1) y 

para las muestras de células se ajustó por µg de proteína. 

 

7. Determinación de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

Esta determinación se realizó siguiendo el método de FOX. Este método se basa la 

oxidación del ion ferroso (Fe2+) por el H2O2 a la forma férrica (Fe3+). La cual forma un 

complejo con el naranja de xilenol cuya absorción máxima se presenta a los 560 nm (Jiang 

et al., 1992; Lee & Halliwell, 2001; Nourooz-Zadeh & Wolf, 1994; Nourooz-Zadeh et al., 

1995). 

 

Se preparó una curva de 0, 10, 25, 50 y 75 µM de H2O2. A 10 µl de la curva o de la 

muestra o del medio de incubación, se les adicionó 1 µl de metanol y se agitó en vortex. 

Luego se adicionaron 100 µl del reactivo de FOX (9 volúmenes de hidroxitolueno butilado 

4 mM en MeOH y 1 volumen de naranja de xilenol 1 mM, (NH4)2Fe(SO4)2 2.56 mM en 

H2SO4 250 mM) y se agitó en vortex. La curva y las muestras se incubaron a temperatura 

ambiente durante 30 min. Se determinó la absorbencia de la curva y de las muestras a 560 

nm. Con los datos de la curva se calculó la concentración de H2O2 en cada muestra y para 

las muestras de células se ajustó por µg de proteína. 

 

8. Determinación de radical hidroxilo (••••OH) 

 

Para la determinación de •OH se utilizó el método indirecto del ácido tiobarbitúrico. El 

cual está basado en la conversión de desoxirribosa a malondialdehído por acción del •OH. 

Posteriormente el malondialdehído reacciona con el ácido tiobarbitúrico en medio ácido, 

formando un aducto de color rosa (Halliwell et al., 1987).  

 

A 20 µl de la muestra o del medio de incubación se adicionaron 80 µl de la mezcla de 

reacción (ácido ascórbico 0.25 mM y desoxirribosa 0.65 mM en AFK 20 mM pH 7.4). Se 

agitó en vortex y se incubó durante 1 h a 37oC. Cinco minutos antes de cumplirse la hora 
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de incubación se preparó una curva estándar con tetrametoxipropano de 0, 0.74, 1.48, 2.96, 

5.92, 11.84 y 23.68 µM, que equivalen respectivamente a 0, 0.74, 1.48, 2.96, 5.92, 11.84, 

23.68 nmol de malondialdehído. Transcurrido el tiempo de incubación, se adicionaron 100 

µl de la mezcla de TBA (TBA 25.32 mM, HCl 0.636 M, TCA 1.487 M y DFO 1 mM) a la 

curva y a las muestras, y se agitaron en vortex. Se colocaron en un baño a ebullición 

durante 10 min. Se midió la absorbencia a 532 nm. Con los datos obtenidos de la curva se 

calculó la concentración de •OH en la muestra y para las muestras de células se ajustó por 

µg de proteína. 

 

9. Determinación de singulete de oxígeno (1O2) 

 

Esta determinación se basa en el método espectrofométrico que describen Chakraborty y 

Tripathy (1992) y Joshi y Pathak (1984). En el cual el 1O2
 reacciona con la DMNA y la 

histidina con la DMNA oxidada.  

 

Se utilizó como blanco agua destilada. A 20 µl de la muestra o del medio de incubación se 

adicionaron 100 µl de una solución de histidina 11 mM en AF 60 mM pH 7.1 y 8 µl de 

DMNA 1 mM. Se agitó en vortex y se midió la absorbencia a 440 nm. Se incubó a 37°C 

durante 40 min y se volvió a leer a 440 nm. Se preparó una curva de DMNA (0, 48.8, 97.7, 

146.5, 195.3, 244.1, 293, 341.8, 390.6, 349.4 y 488.3 µM) y se leyó a 440 nm. Se obtuvo la 

diferencia de absorbencia y utilizando la curva de DMNA, se calculó la concentración de 
1O2 y para las muestras de células se ajustó por µg de proteína. 

 

 

 

VII. RESULTADOS 

 

Las células incubadas con dicromato de potasio se monitorearon cada 3 h, durante 24 h. Se 

determinó la viabilidad celular (Fig. 1A), la cantidad de proteína (Fig. 1B) y se tomaron 

fotografías representativas de cada tiempo estudiado (Fig. 2). 

 

La viabilidad celular y la cantidad de proteína se comportaron de forma similar, se 

observaron diferencias entre los grupos CT y DCR (P<0.0001, análisis del tratamiento por  
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ANOVA 2 vías) y cambiaron a través del tiempo (P<0.0001, análisis del tiempo por 

ANOVA 2 vías). Del inicio del estudio hasta las 12 h, no se observaron diferencias. A 

partir de las 15 h, el grupo de DCR empezó a disminuir su viabilidad y la cantidad de 

proteína (P<0.05 ó P<0.001 pos-análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo) (Fig. 

1). 
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Figura 1. Determinación de viabilidad celular (A) y proteína total (B). Prom±E.E.M. n=3. 

CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. *P<0.05, **P<0.001 pos-análisis de 

Bonferroni entre grupos de cada tiempo. (A) P<0.0001 (tratamiento), P<0.0001 (tiempo), 

ANOVA de 2 vías. (B) P<0.0001 (tratamiento), P<0.0001 (tiempo), ANOVA de 2 vías. 

A 

B 
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Las fotografías tomadas en el microscopio invertido mostraron a las células del grupo CT 

normales. En el grupo de DCR se observaron células muertas y células en proceso de 

morir. Las células muertas eran aquellas que no estaban pegadas y por tanto se observaban 

redondas y por encima de la monocapa. Las células que estaban en proceso de morir, iban 

perdiendo su forma normal y se estaban despegando. A medida que el tiempo de 

exposición al K2Cr2O7 aumentaba, también aumentaban las células muertas y en proceso 

de morir en el grupo DCR (Fig. 2). 

 

 

 

Se determinaron cuatro especies reactivas, O2
•−, H2O2, 

•OH y 1O2. Los métodos 

previamente reportados se adaptaron para medir las ERO en células cultivadas. 

 

El O2
• − se midió con el método de reducción de NBT. La cantidad de O2

• − aumentó en las 

células y en el medio de incubación a lo largo del tiempo (P<0.0001, análisis del tiempo 

por ANOVA 2 vías) en ambos grupos (P<0.0001, análisis del tratamiento por ANOVA 2 

vías), siendo mayor en el grupo de DCR (Fig. 3A). Además en el medio de incubación se 

observó una diferencia aún mayor en el grupo de DCR respecto al CT, a las 18 y 21 h 

(P<0.05 pos-análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo) (Fig. 3B). 

 

 

El H2O2 se midió con el método de FOX. En las células se encontró que hubo diferencias a 

lo largo del tiempo (P<0.0001, análisis del tiempo por ANOVA 2 vías). Además se 

observó una diferencia entre el grupo DCR y el CT a las 18 h (**P<0.001, pos-análisis de 

Bonferroni entre grupos de cada tiempo) (Fig. 4A). En el medio de incubación se 

observaron diferencias entre los grupos DCR y CT (P<0.0001, análisis del tratamiento por 

ANOVA 2 vías), a través del tiempo (P=0.0236, análisis del tiempo por ANOVA 2 vías) y 

en todos los tiempos estudiados (P<0.001 pos-análisis de Bonferroni entre grupos de cada 

tiempo) (Fig. 4B). 
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Figura 3. Determinación de anión superóxido en células (A) y en medio de incubación 

(B). Prom±E.E.M. n=3. CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. *P<0.05 pos-

análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo. (A) P<0.0001 (tratamiento), P<0.0001 

(tiempo), ANOVA de 2 vías. (B) P<0.0001 (tratamiento), P<0.0001 (tiempo), ANOVA de 

2 vías. 
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Figura 4. Determinación de peróxido de hidrógeno en células (A) y en medio de 

incubación (B). Prom±E.E.M. n=3. CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. 

**P<0.001 pos-análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo. (A) P=0.1423 

(tratamiento), P<0.0001 (tiempo), ANOVA de 2 vías. (B) P<0.0001 (tratamiento), 

P=0.0236 (tiempo), ANOVA de 2 vías. 

 

El •OH se midió con el método de ácido tiobarbitúrico. La cantidad de •OH producido por 

las células y en el medio de incubación presentó un comportamiento semejante. Los grupos 

CT y CDR fueron diferentes (P=0.0324 y P=0.0254, análisis del tratamiento por ANOVA 

2 vías). Además cambiaron a través del tiempo en cada grupo (P<0.0001 y P=0.0362, 

análisis del tiempo por ANOVA 2 vías). Sin embargo no se observaron diferencias entre 

los grupos en cada uno de los diferentes tiempos (Fig.5). 
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Figura 5. Determinación de radical hidroxilo en  células (A) y en medio de incubación 

(B). Prom±E.E.M. n=3. CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. *P<0.05 pos-

análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo. (A) P=0.0324 (tratamiento), P<0.0001 

(tiempo), ANOVA de 2 vías. (B) P=0.0254 (tratamiento), P=0.0362 (tiempo), ANOVA de 

2 vías. 

 

El 1O2 fue determinado por el método de DMNA. La cantidad de 1O2 determinada en las 

células fue diferente entre los grupos (P<0.0001, análisis del tratamiento por ANOVA 2 

vías) y aumentó a través del tiempo (P<0.0001, análisis del tiempo por ANOVA 2 vías).  

 

Siendo mucho mayor en el grupo de DCR en los tres últimos tiempos, alcanzando su 

máximo valor a 21 h (Fig. 6A). 

A 
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En el caso de los medios de incubación tanto los grupos CT y DCR presentaron el mismo 

comportamiento (P=0.9222, análisis del tratamiento por ANOVA 2 vías). En ambos 

grupos la cantidad de 1O2 aumentó a través del tiempo (P<0.0001, análisis del tiempo por 

ANOVA 2 vías) (Fig. 6B). 
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Figura 6. Determinación de singulete de oxígeno en células (A) y en medio de incubación 

(B). Prom±E.E.M. n=3. CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. *P<0.05, 

**P<0.001 pos-análisis de Bonferroni entre grupos de cada tiempo. (A) P<0.0001 

(tratamiento), P<0.0001 (tiempo), ANOVA de 2 vías. (B) P=0.9222 (tratamiento), 

P<0.0001 (tiempo), ANOVA de 2 vías. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Todos los ensayos se realizaron en medio suplementado con SFB al 1%, con el fin de 

evitar la división celular habitual. No se eliminó totalmente el suero para no cambiar 

drásticamente las condiciones de las células.  

 

La concentración de K2Cr2O7 40 µM se eligió debido a que en el modelo in vivo en rata, se 

encontró un 50% de necrosis o células muertas en el túbulo proximal (Barrera et al., 

2003a,b). La viabilidad para las células tratadas con K2Cr2O7 disminuyó conforme 

transcurrió el tiempo a partir de las 12 h. Al final del experimento, se observó 

aproximadamente el 50% de viabilidad en las células tratadas con K2Cr2O7 40 µM. La 

correspondencia de viabilidad y cantidad de proteína permite pensar que el método de 

cristal violeta es adecuado a pesar de no ser tan utilizado para este fin. El método de 

reducción de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) por la 

mitocondrias es el más utilizado para medir la viabilidad celular. Sin embargo nosotros no 

lo utilizamos debido a que el MTT podía ser reducido por las ERO que se generaran por el 

K2Cr2O7. 

 

Las fotografías obtenidas por el estudio temporal del efecto de la toxicidad del K2Cr2O7 

permitieron establecer que las células control no presentaron alteraciones importantes a lo 

largo del tratamiento. En este grupo se observaron algunas células muertas, sin embargo se 

consideraron dentro del proceso normal, porque el resto de las células no presentó 

alteraciones. En cambio las células tratadas con K2Cr2O7 presentaron mayor número de 

células muertas conforme aumentó el tiempo de exposición. Además aumentó el número 

de células con diversas alteraciones, destacando desprendimiento y diferencia en el tamaño 

de las células muertas. Estas alteraciones indican muerte por toxicidad. 

 

En las células y en los medios de incubación de las células control se pudo observar que el 
•OH, 1O2 y el O2

• − aumentaron a través del tiempo. En cambio, el H2O2 cambió su 

concentración pero de forma oscilante. Dichas observaciones comprueban la intervención 

de estas ERO en procesos celulares normales. Sin embargo es posible que se requieran 

experimentos adicionales retirando por completo el SFB. Para comprobar si este participa 

en la creciente formación de ERO. 
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En las células y en los medios de incubación de las células tratadas con K2Cr2O7 se 

observó un aumento de las 4 ERO a través del tiempo. Este comportamiento semejante en 

ambos grupos (control y con K2Cr2O7) se diferenció en varios tiempos de la exposición a 

K2Cr2O7. Se presentó un pico de producción de H2O2 a las 18 h y de 1O2 a las 21 h, en las 

células expuestas a K2Cr2O7. Además de un pico de producción de O2
•− a las 21 h y un 

aumento constante de H2O2 en el medio de incubación que contenía K2Cr2O7. 

 

El hecho de que la producción de H2O2 sea prácticamente igual para las células en ambos 

grupos (control y con K2Cr2O7) probablemente se deba a que los sistemas de defensa de la 

célula reaccionan con él de la misma forma. Sin embargo la producción de H2O2 por el 

K2Cr2O7 es muy grande en el ambiente extracelular. 

 

El aumento de ERO por la presencia de K2Cr2O7, puede ocasionar que se presenten las 

alteraciones en la célula, causándole la muerte. Por otro lado podría ser que el daño celular 

ocasionado por el K2Cr2O7, genere el estrés oxidativo.  

 

A pesar de que existen varios métodos para determinar ERO y ERN la mayoría no es 

específica, es decir, detectan ERO o ERN en general y en algunos casos la determinación 

envuelve a más de una especie. Aquellos métodos que son semi-específicos muchas veces 

no se pueden practicar en muestras biológicas debido a la inestabilidad de las especies 

reactivas y/o al medio. En muchas ocasiones las especies reactivas reaccionan con todo lo 

que encuentran a su paso y en otras, los sistemas antioxidantes de la célula las eliminan 

antes de poder medirlas. 

 

En el caso particular de la determinación de O2
• − mediante la reducción de NBT es 

importante mencionar que existen únicamente reportes de la evaluación de la actividad 

antioxidante in vitro de diversos productos (Barthomeuf et al., 2001; Fernandes et al., 

2003; Medina-Campos et al., 2007). En el presente estudio, se realizó una adaptación para 

medir el O2
• − en la línea celular LLC-PK1 (un sistema biológico in vitro). A pesar de que 

el NBT puede reaccionar con componentes celulares la presencia del grupo control permite 

suponer el aumento del O2
• −. También, cabe destacar que los resultados obtenidos son 

reproducibles. 
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La determinación de H2O2 por el método de FOX se utiliza ampliamente y se pueden 

realizar modificaciones de acuerdo a la muestra objeto de estudio. Las muestras deben 

medirse inmediatamente después que termina su tiempo de incubación. Es muy importante 

preparar el reactivo de FOX como se indica pues de otra manera no hay reacción. 

 

El experimento indicó que la determinación de •OH por el método de TBA se puede 

realizar en el sistema biológico in vitro propuesto en el presente estudio. Anteriormente 

este método sólo se había utilizado para determinar la capacidad antioxidante de algunos 

compuestos (Barthomeuf et al., 2001; Fernandes et al., 2003). Existen reportes de la 

determinación del •OH en diferentes músculos pero por otros métodos (Díaz et al., 1993; 

Ohkuwa et al., 1997; O’Neill et al., 1996; Leeuwenburgh et al., 1998). En este método 

debe cuidarse que la temperatura de incubación, se mantenga constante durante los 10 min. 

 

El método de DMNA para la determinación de 1O2 también se puede realizar en nuestro 

sistema biológico in vitro. Este método se había utilizado antes pero en cloroplastos 

(Chakraborty y Tripathy, 1992) y para evaluar la capacidad antioxidante de jugos de bayas 

(Wang y Jiao, 2000; Wang y Zheng, 2001) y SAC (Medina-Campos et al., 2007). En este 

método sólo debe cuidarse el tiempo de incubación pues la reacción es continua.  

 

Es muy importante tener en cuenta que los lavados de las células no se deben hacer con 

PBS. Observamos que éste influía en los resultados, aumentaba las lecturas y la 

variabilidad de los datos. Es posible que se deba a la presencia del cloruro de sodio en el 

PBS, en específico del cloro (Cl) el cual es muy reactivo. 

 

Determinar ERO en un sistema biológico in vitro es importante ya que la mayoría de las 

determinaciones de ERO se realizan con la finalidad de ver si un compuesto tiene 

propiedades antioxidantes y para ello se utiliza un sistema artificial productor de la especie 

reactiva en específico. Los métodos utilizados en este estudio son sencillos y únicamente 

requieren un espectrofotómetro. 
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Figura 2. Estudio temporal del efecto de la toxicidad del K2Cr2O7. CT – grupo control, DCR – grupo de K2Cr2O7. 200 X. 

Células muertas (*) y células que se están despegando (►). 

CT 24h 

DCR 24h 

26 



 35 

 

IX. CONCLUSIONES 

 

1. Se adaptaron las condiciones para la determinación de las ERO: O2
• −, H2O2, 

•OH, y 1O2 

en una línea celular. 

2. Se determinó la presencia de O2
• −, H2O2, 

•OH, y 1O2 generadas por la exposición a 

K2Cr2O7 en las células LLC-PK1. 

3. Los resultados de esta tesis permiten suponer que el daño celular se origina por el H2O2 

que se genera en el medio con K2Cr2O7, dando como resultado un aumento de células 

muertas. 
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