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ABREVIATURAS

BUN Nitrégeno de urea en sangre
CAT Catalasa

CF Ciclofosfamida

CS Creatinina en suero

CT Grupo control

DC Depuracion de creatinina
EAE Extracto de ajo envejecido
ERO Especies reactivas de oxigeno
GPx Glutation peroxidasa

IRA Insuficiencia renal aguda
NAG N-acetil-B-D-glucosaminidasa
PT Proteinas totales en orina
SOD Superoxido dismutasa

SSI Solucion salina isotdnica

TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico



1. INTRODUCCION

El rifdn es un organo regulador encargado de remover del cuerpo los
productos terminales del metabolismo de las células, asi mismo, tiene la
capacidad de regular la presidn sanguinea y de retener sustancias que son

esenciales para la supervivencia de los individuos.

El fracaso, falla o insuficiencia renal aguda (IRA), son términos que
hacen referencia a un padecimiento caracterizado por un abrupto descenso
de la funcion renal, que trae como consecuencia la acumulacién de productos
de desecho de nitrégeno en sangre, tal como el nitrégeno de urea (BUN) y la
creatinina (CS). El término IRA es usado cuando el decremento ocurre
relativamente rapido, durante el transcurso de dias a semanas. Se trata de
un problema clinico frecuente asociado con el aumento de la morbilidad y
mortalidad intrahospitalaria. Sus causas son diversas y se dividen en tres

categorias: pre-renal, renal y post-renal.

La Ciclofosfamida (CF) es un antineopldsico perteneciente a la familia
de los farmacos alquilantes, entre los que se encuentran el Busulfan,
Clorambucil y Melfalan, estd indicada para el tratamiento de enfermedades
tales como: el cancer de mama, cancer de ovario, cancer pulmonar, micosis
fungoide, mieloma multiple, neuroblastoma y retinoblastoma; por mencionar
algunas. A pesar de su gran utilidad, la CF puede ocasionar pancitopenia con
leucopenia, neutropenia, anemia y/o trombocitopenia, infertilidad, cistitis

hemorragica e insuficiencia renal aguda, entre otros padecimientos.

Este proyecto tiene por objetivo evaluar si el extracto de ajo
envejecido (EAE), es capaz de aminorar las disfunciones renales y el estrés
oxidante inducidos por la administracion de uno de los antineoplasicos de

mayor uso en la actualidad.



2. MARCO TEORICO

2.1. Rin6n

2.1.1. Anatomia e histologia

El rindn es un érgano par de color pardo-rojizo, ubicado detras del
peritoneo, en la cara posterior del abdomen, a ambos lados de la columna
vertebral. En el ser humano, el polo superior de cada rifidn se ubica a la
altura de la duodécima vértebra toracica y el polo inferior se sitla opuesto a
la tercera vértebra lumbar. Habitualmente, el rifidn izquierdo tiene una
posicion mas elevada que el derecho, debido a la presencia del higado. En el
hombre adulto, el peso de cada rifidon oscila entre 125 y 170 g; siendo
ligeramente menor en la mujer. Mide aproximadamente 11 cm de longitud, 5
a 7.5 cm de ancho y 2.5 cm de espesor. En la cara cdoncava o interna,
presenta una hendidura denominada hilio, a través de la cual pasan la
arteria, vena y pelvis renal. Cada rindn estd tapizado por una delgada
capsula conjuntiva rica en fibras colagenas, entre las que aparecen algunas

células musculares lisas.

Cuando se observa el corte longitudinal de un rifidn humano (Esquema
1), se pueden apreciar dos regiones distintas: una externa (la corteza), de
coloracion rojo-pardusca, y una interna (la médula), mas palida. En el ser
humano, la médula se divide en 8 a 18 masas cdénicas estriadas, las
piramides renales o de Malpighi. A diferencia del rifidn humano, el de la rata
y otros animales de experimentacidén, poseen una sola piramide renal, por lo

que se denomina “*monopalilar” (BRENNER, 2005).
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Esquema 1. Corte longitudinal de un rinén humano.

La unidad funcional del rindn es la nefrona. En un hombre adulto,
existen de 1.5 a 2 millones de nefronas repartidas por toda la corteza renal,
lo que contrasta con las 30,000 a 34,000 aproximadamente que hay en un
rindn de rata adulta. En la nefrona se pueden distinguir dos componentes
principales: el corpusculo renal (formado por el glomérulo y la capsula de
Bowman) y el sistema tubular cértico-medular. En dicho sistema se
reconocen 3 subdivisiones: el tubulo proximal, el tubulo distal y el sistema
colector (Esquema 2). Cada una de las citadas porciones se subdivide, a su

vez, en diferentes segmentos (HErRNANDO, 2003).



El corpusculo renal tiene por funcién el llevar a cabo la filtraciéon del
plasma sanguineo y la formacién del filtrado glomerular; mientras que el
sistema tubular coértico-medular concentra el filtrado hasta conseguir una

orina definitiva ajustada a las necesidades homeostaticas de la sangre
(BRENNER, 2005; HERNANDO, 2003).
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Esquema 2. Nefrona.

Como podemos ver, el rifidn es un 6rgano poseedor de una morfologia
tan compleja como bien organizada, de manera que tanto la anatomia
macroscopica como su organizacién histoldgica sustentan una estructura que
facilita que en los rifiones se realicen ciertas funciones bioquimicas vy

fisioldgicas importantes para la correcta homeostasis del organismo.



2.1.2. Funcion

La mayoria de las reacciones quimicas en que se basan los procesos
vitales se producen en un medio liquido, formado fundamentalmente por
agua, en la que estan disueltos diversas sales minerales, proteinas y otros
componentes en menor cantidad. Este medio liquido estd dividido en dos

compartimentos, el extracelular y el intracelular.

Mediante procesos activos, el liquido intracelular se mantiene en
constante intercambio con el extracelular; tanto el volumen como las
propiedades fisicoquimicas del liquido extracelular deben mantenerse dentro
de unos estrechos margenes para que las células funcionen normalmente.
Ciertos factores tienden a modificar el volumen y la composicién del liquido
extracelular. Los mas importantes son la ingesta o pérdida de agua y
electrolitos, asi como, la adicion al medio de productos de desecho del

metabolismo celular.

En el organismo existe una regulacién activa que se basa
fundamentalmente en dos sistemas que ejercen independientemente su
capacidad reguladora: el ajuste de la ingesta por parte del aparato digestivo

(sed, apetito) y el ajuste de las eliminaciones por el rifidn.

En este contexto, se puede afirmar que la misién fundamental del rifidn
es la de estabilizar el volumen y las caracteristicas fisicoquimicas del liquido
extracelular e indirectamente, del intracelular, mediante la formacion de
orina. Para ello, el rifdn conserva el agua y los electrolitos presentes
normalmente en los fluidos del organismo (sodio, potasio, cloruro vy
bicarbonato); elimina el exceso de agua, los electrolitos procedentes de la
ingesta, los productos metabdlicos de desecho (urea, creatinina y acido

urico) y finalmente, los productos téxicos que pueden haber penetrado en el



organismo. Esto se realiza mediante dos procesos fundamentales: |la
formacién de un gran volumen de ultrafiltrado de liquido extracelular y el

posterior procesamiento selectivo de este ultimo filtrado.

Por otro lado, el rindn es capaz de segregar sustancias reguladoras
como la renina (hormona que participa en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona y que contribuye al equilibrio osmoético del organismo), la
eritropoyetina (hormona que actla sobre la médula dsea estimulando la
maduracion y proliferacién de los gldbulos rojos) y la forma activa de la
vitamina D (capaz de estimular la absorcidn activa de calcio a nivel

intestinal) (HERNANDO, 2003).

2.2. Insuficiencia renal aguda (IRA)

Para el funcionamiento renal son necesarias tres premisas: perfusién
sanguinea adecuada, integridad del parénquima renal y permeabilidad de las
vias excretoras. La alteracion subita de cualquiera de estos elementos puede
ocasionar un deterioro de la funcidon renal denominado fracaso, fallo o
insuficiencia renal aguda (IRA). La IRA es un sindrome clinico secundario a
multiples etiologias que se caracteriza por un deterioro brusco de la funcion
renal y cuya expresion comun es un aumento de la concentracidon de los
productos nitrogenados en sangre (urea, creatinina, acido Urico, etc.). Se
trata de un problema clinico frecuente, en particular en la unidad de cuidados

intensivos, donde se asocia con una mortalidad de entre el 50% y 80%

(HERNANDO, 2003; SCHRIER ET AL., 2004).

Dependiendo del elemento funcional alterado, la IRA se etiquetara
como pre-renal si lo que falla es la perfusiéon renal, como parenquimatosa,

intrinseca o renal, si la alteracién radica en las estructuras renales y como



obstructiva o post-renal, si el flujo urinario esta interrumpido (HernANDO,

2003). En la tabla 1 se exponen las principales causas de la IRA.

Renal,
) Post-renal u
Pre-renal Parenquimatosa o )
) Obstructiva
Intrinseca
e Hipovolemia. ¢ Vasculitis. e Obstruccién de los
¢ Pérdida de sangre. e Trombosis. uréteres (célculos,
e Politraumatismo. e Hipertension. coagulos).
¢ Glomerulonefritis. ¢ Obstruccién vesical

eFarmacos  (antibidticos (hipertrofia prostatica,
anestésicos, carcinoma).
antineoplasicos,

inmunosupresores).

e Virus, bacterias, hongos.

Tabla 1. Principales causas de la IRA.
La IRA se divide en tres fases:

a) Fase de iniciacidn u oligurica.- El dafo al parénquima renal empieza
a evolucionar y puede durar horas o dias. El término “oliglrica” hace
referencia a la disminucién del volumen en la miccion (<400 mL/dia).
Aumento de nitrégeno de urea en sangre (BUN) y creatinina en suero (CS).
Ademas se presenta acidosis metabdlica, por la disminucidén en la excrecidon
de los productos finales de los acidos. Edemas por retencién de liquidos e

hiperpotasemia debido a la disminucién de la excrecion de K*.

b) Fase de mantenimiento o poliurica.- El dafo al parénquima renal
esta ya establecido. Aumento del volumen en la micciéon (>2 L/dia), debido a

recuperacion de las nefronas. Uremia, que es un sindrome debido a un




exceso de sustancias nitrogenadas en la sangre, ya que a pesar de la

diuresis, el rifidn aln no es capaz de excretar los productos de desecho.

c) Fase de recuperacién.- Periodo en que el rifndn nuevamente es capaz
de concentrar y diluir la orina segun las necesidades del organismo. Los
electrolitos y productos nitrogenados vuelven a sus valores normales. Esta
fase puede durar varios meses, entre 3 y 12, durante los cuales suele

presentarse una disminucion residual de la funcion renal.

2.2.1. Insuficiencia renal aguda intrinseca

Desde un punto de vista clinico-patolégico la IRA intrinseca,

parenquimatosa o renal se clasifica en:

e Enfermedades que involucran vasos renales grandes.
e Enfermedades del glomérulo.
e Necrosis tubular aguda (NTA).

e Otros procesos que involucran al intersticio.

Es importante mencionar que de esta serie de lesiones que alteran la
funcidon renal, la NTA representa el 90% de los casos de la IRA intrinseca, es
por ello que frecuentemente a este tipo de insuficiencia renal aguda se le
denomina NTA. Dicha nefropatia se caracteriza por la generacion de una
serie de alteraciones estructurales y moleculares de las células tubulares,
tales como la aparicién de especies reactivas de oxigeno (ERQO) (Baup &
ARDAILLOU, 1993; ROVIN ET AL., 1990), pérdida del borde de cepillo, disminucién o
desaparicidén de los procesos de absorcidn y excrecién, incremento del calcio

citosélico libre, acidosis intracelular, etc. (Esquema 3) (BRENNER, 2005; SANCHEZ,
1993).
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Esquema 3. Diagrama de la respuesta metabdlica a la insuficiencia renal
aguda intrinseca.

2.3. Estrés oxidante

El oxigeno molecular es necesario para que se lleven a cabo reacciones
metabodlicas en los organismos aerdbicos. Es participe de la via llamada
cadena respiratoria, en la cual se genera adenosin trifosfato (ATP), esencial
para llevar a cabo todos los procesos que requieren un gasto energético. En
la cadena respiratoria, el oxigeno normalmente se consume casi en su
totalidad, siendo empleado como aceptor final de electrones. Sin embargo,
alrededor del 1% al 3% del oxigeno captado es transformado en compuestos
altamente reactivos denominados especies reactivas de oxigeno (ERO). En la

reduccion univalente del oxigeno se generan tres de los intermediarios
reactivos mas importantes: el anién superdxido (0,* ), el perdxido de

hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH®) (Reaccion 1), que son capaces
de alterar macromoléculas bioldgicas como: lipidos, proteinas, carbohidratos
y acidos nucleicos; si el dafio es muy severo puede conducir a la muerte

celular (HALLIWELL, 1995).

+1le +1le +1le +1le

O— 5 0 — , H0 » OH?

Anién Peréxido de Radical
superéxido hidrégeno hidroxilo

Reaccion 1. Reduccion univalente de la molécula de oxigeno.

Cuando en el organismo se produce un exceso de ERO y la capacidad
de las defensas antioxidantes resulta ser poco eficiente, se establece la
situacion conocida como estrés oxidante. El estrés oxidante es una situacién

de desequilibrio con un aumento de oxidantes o con una disminucidon de



antioxidantes. El concepto de estrés oxidante como desequilibrio, implica que
en condiciones fisioldgicas normales deberia existir un equilibrio o una
situacién de casi equilibrio entre oxidantes y antioxidantes (Esquema 4). Sin
embargo, la situacién real es altamente dindmica y estd muy lejos de
parecerse a un equilibrio estatico: los oxidantes son producidos de manera
continua como productos secundarios de la respiracion y del metabolismo
oxidante, y los antioxidantes se encuentran en constante relacion con ellos.
En la condicion de estrés oxidante, los oxidantes aumentan o los
antioxidantes disminuyen de forma progresiva y continua, incluyendo sus
respuestas adaptativas, lo que le confiere elasticidad y reversibilidad a la

situacion bioldgica (KonicsserG, 2008).
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Esquema 4. Principales oxidantes y antioxidantes.

Los procesos de estrés oxidante no producen sintomas determinados,
de ahi su peligrosidad. Si no es tratado, puede acelerar el envejecimiento y
favorecer la aparicion de ciertas enfermedades en cuya génesis o desarrollo

intervienen de forma decisiva las ERO (Zanén, 2008).

2.3.1 Caracteristicas de las principales ERO
2.3.1.1. Anién superéxido (0,°)

La primera especie reactiva formada durante el proceso de reduccién
univalente del oxigeno es el anién superéxido (0,*). En condiciones

normales esta especie es producida en bajas concentraciones por distintos
sistemas enzimaticos, tales como el sistema xantina/xantina oxidasa (Luo er
AL., 2001); la lipooxigenasa (TAKANO ET AL., 2001); la ciclooxigenasa (RIEGER ET
AL, 2002); y la NADPH oxidasa (L1 er AL, 2002); siendo las cadenas
transportadoras de electrones la fuente de mayor importancia de su
generacion (NORDBERG & ARNER, 2001; SAUER ET AL., 2001). Puede interaccionar
con otras moléculas como el perdoxido de hidrégeno en presencia de trazas
de algun metal de transicidon, produciéndose el singulete de oxigeno y el
radical hidroxilo, dos compuestos oxidantes mas potentes (KHAN & KASHA,
1994). Tiene una vida media del orden de milisegundos y experimenta
reacciones de dismutacion, que consisten en la reaccién entre dos moléculas
de anidon superodxido para dar lugar a la formacion de perdoxido de hidrégeno

y 0Xigeno (GRISHAM, 1999).

2.3.1.2. Peroxido de hidrégeno (H>0,)

La fuente de produccidon del perdxido de hidrégeno (H>0>) lo constituye

el anion superdxido, por la accién de la enzima superéxido dismutasa (SOD);



o bien por la reduccion directa del oxigeno por dos electrones. Aunque no es
un radical en si, puede reaccionar con el anidn superdxido en presencia de
metales de transicién para generar radical hidroxilo (ARuomA ET AL., 1991). Su
importancia radica en su habilidad de difundir a través de las membranas

bioldgicas (NATH ET AL., 2000).

2.3.1.3. Radical hidroxilo (OH®)

Debido a su tiempo de vida media corta del orden de nanosegundos, el
radical hidroxilo (OH®) es considerado como el oxidante mas potente en los
sistemas bioldgicos, debido a que reacciona de manera muy rapida con casi
todas las moléculas bioldgicas (FoNG ET AL., 1976; LIOCHEV & FRIDOVICH, 1994). La
generacidn de esta especie reactiva se ve favorecida por la presencia de

metales de transicién, mediante la reaccién de Fenton (1894):

’ Fe’* + H,0, ——> Fe®" + OH® + OH" '

Reaccion 2. Reaccion de Fenton.

Asi mismo, se puede generar por participacién del anién superdéxido

mediante la reaccidon de Haber-Weiss (1934):

’ 0,* + H,0, —— 0, + OH® + H,0 '

Reaccion 3. Reaccion de Haber-Weiss.

Ya que interactua con la estructura mas cercana y las células no

cuentan con mecanismos enzimaticos que puedan combatirlo, estas deben



prevenir su formacion mediante la eliminaciéon de sus precursores, el anidn

superoéxido y el perdéxido de hidrégeno.

2.4. Antioxidantes en los sistemas bioldégicos

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto
nocivo de las ERO, dichos mecanismos estan basados en un sistema
complejo de defensa constituido por los agentes antioxidantes. Un agente
antioxidante, se define como aquella sustancia que presente en bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable retarda o previene la
oxidacién. Cuando la produccion de ERO se ve incrementada, estos
mecanismos se activan para controlar y estabilizar el ambiente redox intra o
extracelular. Existen dos tipos de sistemas antioxidantes: enzimaticos y no

enzimaticos y su origen puede ser endégeno o exdgeno (VELAZQUEZ ET AL.,
2004).

2.4.1. Sistema antioxidante enzimatico

Existen enzimas con la capacidad de convertir al anidon superoxido y
peréxido de hidrogeno, en moléculas inocuas antes de que promuevan la
generacidon de moléculas mas reactivas tal como el radical hidroxilo. Entre
estas enzimas podemos mencionar a la superdéxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT) y glutatidén peroxidasa (GPx).

a) Superoxido dismutasa (SOD).- Es considerada la primera enzima de
defensa antioxidante, debido a que previene la formacion del radical

hidroxilo, catalizando la reaccién de dismutacion del anion superdxido (Zanén,
2008).




Reaccién 4. Reaccién del 0,°  catalizada por la SOD.

Cabe mencionar que aunque con la dismutaciéon del superdxido se
obtiene otra especie reactiva de oxigeno, el perdéxido de hidrogeno, este
ultimo compuesto es metabolizado por otras enzimas a agua y oxigeno, por

lo gque ya no se lleva a cabo la generacion del radical hidroxilo.

b) Catalasa (CAT).- Enzima tetramérica responsable de catalizar la
descomposicién del perdoxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular
(CHENG ET AL., 1981). Se encuentra en altas concentraciones en higado, rifidn y

eritrocitos (AeBr1, 1982).

Reaccion 5. Reaccion del H,0, catalizada por CAT.

La importancia de esta enzima radica en el efecto téxico del perdxido
de hidrégeno debido a su gran capacidad de difusién, ya que puede
atravesar libremente las membranas celulares y una vez dentro de la célula

reaccionar con metales de transicién para formar al radical hidroxilo
(KONIGSBERG, 2008).

c) Glutation peroxidasa (GPx).- Enzima formada por cuatro
subunidades idénticas que cataliza la reduccién del perdéxido de hidrogeno vy
de hidroperdoxidos en presencia del glutation reducido (GSH). Se han
identificado 4 isoformas: citosdlica, plasmatica, gastrointestinal y la de

fosfolipidos (Yu, 1994).



2.4.2. Sistema antioxidante no enzimatico

Esta formado por compuestos no proteinicos que poseen la capacidad
de interaccionar de manera directa con las ERO. Estos compuestos pueden
ser de origen enddgeno, producidos por el organismo (glutation); o exdégeno,
provenientes de la dieta (vitamina C, vitamina A, vitamina E y ajo). Entre los

antioxidantes no enzimaticos mas estudiados estan:

a) Glutatién (GSH).- Es uno de los tioles no proteinicos mas estudiados
a nivel intracelular, debido al papel critico que juega en la fisiologia y
bioguimica celular. Poderoso antioxidante que protege contra los efectos
dafinos de metales pesados, tabaco y alcohol. Limita la actividad del anion
superoéxido, radical hidroxilo y perdxido de hidrégeno. El GSH neutraliza a las
ERO al radical hidroxilo y al anién superodxido, al transferirles un atomo de

hidrégeno (VeLAzQuEz ET AL., 2004; BURK, 1990; GIBSON ET AL., 1985).

b) Vitamina C (Acido ascérbico).- Compuesto hidrosoluble, considerado
un poderoso inhibidor de la oxidaciéon de lipidos y regenerador de la vitamina
E. Interviene en los procesos de desintoxicacidon, reaccionando contra las
toxinas del tabaco. Actla especificamente con el anién superdxido y el

radical hidroxilo (VELAzQuUEz ET AL., 2004).

c) Vitamina A (B-caroteno).- Compuesto liposoluble que se encuentra
en las membranas lipidicas. Evita la oxidacion de los lipidos al reaccionar

principalmente con el radical hidroxilo (KRINSky & DENEKE, 1982).



d) Vitamina E (a-tocoferol).- Principal antioxidante soluble en lipidos;
previene la oxidacion de grasas. Es considerado el antioxidante mas
distribuido en los seres vivos. Aumenta su accién en presencia de zinc.

Actla especificamente sobre los radicales de &acido graso poli insaturado
(VELAZQUEZ ET AL., 2004).

2.5. El ajo como antioxidante dietario

Un antioxidante dietario es una sustancia presente en los alimentos
que disminuye significativamente los efectos adversos de las especies
reactivas de oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrégeno (ERN) o ambas,
sobre las funciones fisiolégicas normales en seres humanos. En afos
recientes, ha aumentado el interés sobre las funciones bioquimicas
protectoras de los antioxidantes naturales contenidos en plantas, ya que son
candidatos para la prevencidn o proteccidon del dafio oxidante causado por

radicales libres (WONGMEKIATA & THAMPRASERTB, 2005).

El ajo (Allium sativum L.) es una planta perteneciente a la familia
Liliaceae, originaria de Asia central, que ha sido usada histéricamente para
propodsitos culinarios y medicinales, particularmente para el tratamiento de
enfermedades asociadas al envejecimiento (IsHikAwaA ET AL., 2009). Numerosos
estudios en los Ultimos afios han destacado
otras importantes propiedades farmacoldgicas
que posee esta planta, tales como el ser un
agente antihipertensivo, antimicrobiano,
hipoglucémico, inmunosupresor, anticancerigeno
y antioxidante, siendo esta ultima propiedad la

de importancia en este proyecto (WONGMEKIATA &

THAMPRASERTB, 2005).




Esquema 5. Ajo (Allium sativum L.)

El ajo contiene numerosos componentes activos, entre los que
destacan sus compuestos azufrados. Todas las propiedades farmacoldgicas
antes mencionadas se han atribuido a estos componentes que posee el ajo, a

los cuales también se les atribuye el olor caracteristico del mismo (BerGinc ET
AL., 2009).

Si el ajo se encuentra intacto y fresco contiene altas cantidades de
v-glutamilcisteinas, las cuales son hidrolizadas y oxidadas para formar aliina.
Ademas de la aliina, en el ajo se encuentran otros compuestos azufrados
solubles en medio acuoso, como la S-metil-L-cisteina, S-propenil-S-cisteina,
S-glutation, g-glutamil-S-alil cisteina, y g-glutamil-S-alil-mercapto-L-
cisteina. Después de un proceso de cortado, machacado o triturado, la
enzima alinasa, convierte la aliina en alicina y otros compuestos azufrados
(tiosulfinatos), los cuales son muy inestables y se transforman con extrema
rapidez en otros compuestos organosulforados: dialilsulfuro (DAS),
dialildisulfuro (DADS), dialiltrisulfuro (DATS) y ajoeno (Esquema 6), todos
ellos solubles en medio oleoso. Los bulbos de la planta contienen 6mg/g de
aliina, lo cual corresponde al 1.7% del peso seco del ajo y 2.8% de la
proteina alinasa (Fuiyisawa ET AL., 2008; L6Pez, 2007). Ademas de estos
compuestos, en la planta se encuentran sales minerales (selenio), azucares,
lipidos, aminoacidos esenciales, vitaminas, enzimas, flavonoides y otros

compuestos fendlicos (LéPez, 2007).
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Esquema 6. Cambios quimicos en el ajo.

En la siguiente tabla se mencionan algunos de los compuestos
azufrados del ajo mas importantes y las actividades bioldgicas con las que se

les ha relacionado (GARcia & SANCHEZ-MuNiIz, 2000).



Compuestos azufrados Actividad bioldgica reportada

Hipotensor, hipoglucemiante,
Aliina 'y anticoagulante, antiinflamatorio,
Ajoeno (ajocisteina) vasodilatador, antibidtico.
Antibidtico, antifungico, antiviral,
Alicina y Tiosulfinatos hipocolesterolemiante, antitumoral,
hipotensor.

Hipocolesterolemiante, aumento de Ia
produccion de enzimas desintoxicantes,
Sulfuro de dialilo y afines anticancerigeno, previene los dafios

guimicos del ADN.

Hipocolesterolemiante, antioxidante,
quimioprotector frente al cancer, favorece
S-alil-cisteina la accion desintoxicante del higado frente a

sustancias quimicas.

Tabla 2. Principales compuestos azufrados del ajo y su actividad bioldgica.

Existen diversos preparados del ajo cuya composicién quimica depende
del proceso al que se somete el ajo para su elaboracién (Tabla 3). De todos
ellos, el mas estudiado en la actualidad es el extracto de ajo envejecido
(EAE), el cual después de cuantiosos estudios ha mostrado tener efectos

favorables en diversas patologias (SumivosHi, 1997; STEINER & LIN, 1998; STEINER
ET AL, 1996; LAMM & RIGGS,2001; BOREK, 2001; RAHMAN, 2000; OHNISHI & OHNISHI,



2001; MORIGUCHI ET AL., 2001; ALLISON ET AL., 2006; EFENDY ET AL., 1997; USHIJIMA &
SUMIOKA, 1997; You & BLOT, 1988; BUIATTI ET AL., 1989).

DIENTE DE AJO

(mg/g producto)

S-alilcisteina sulféxido (aliina) 6.0-14.0
v-glutamilcisteinas 5.0-15.0
Compuestos derivados de la aliina 3.5-8.0

EXTRACTO DE AJO ENVEJECIDO

S-alilcisteina sulféxido (aliina) 0.2-0.4
y-glutamilcisteinas 0.2-0.5
v-glutamil-S-alilcisteina 0.1-0.4
S—alilcisteina 0.5-0.7
S-alilmercaptocisteina 0.1-0.2
Compuestos derivados de la aliina 0.1-0.2

POLVO DE AJO

S-alilcisteina sulféxido (aliina) 10.0-17.0
v-glutamilcisteinas 12.0-35.0
Compuestos derivados de la aliina 4.0-11.0

ACEITE DE AJO

Destilacion con vapor:

Dialildisulfuro 0.05-2.8
Dialiltrisulfuro 0.04-2.0
Alilmetiltrisulfuro 0.03-1.7
Compuestos derivados de la aliina 0.2-11
Macerado:

Vinilditiinas 0.1-4.7
Ajoeno 0.02-1.1
Dialiltrisulfuro 0.02-0.45

Compuestos derivados de la aliina 0.4-6.0




Tabla 3. Distintas preparaciones de ajo y su composicion.
2.5.1. Extracto de ajo envejecido (EAE)

El extracto de ajo envejecido (EAE) es una preparacion producida por
una extraccidon prolongada de ajo fresco reposado por 20 meses en etanol 5-
20% (p/v) a temperatura ambiente, proceso que tiene por objetivo eliminar
la mayoria de las sustancias sulfuro que son solubles en aceite (DAS, DADS)
y que son las que le otorgan las propiedades de sabor y olor al ajo crudo.
Diversos experimentos han evidenciado la capacidad del EAE de ofrecer
proteccion contra la oxidacién inducida por varias enfermedades, incluso
contra la nefrotoxicidad producida por la administracion de algunos

antibidticos, como la gentamicina (WONGMEKIATA & THAMPRASERTB, 2005;

MALDONADO ET AL., 2003).

El EAE tiene una mayor concentracion de compuestos
organosulforados, tal como la S-alil-cisteina (SAC), el cual es un potente
receptor de radicales libres, lo que le confiere al EAE una mayor actividad

antioxidante que otras preparaciones de ajo (AHMAD ET AL., 2007).

A través de diversos estudios sobre el EAE se ha demostrado su
utilidad en muchas areas de la salud (SumivosHi, 1997); por ejemplo, se ha
asociado con la mejora del perfil de colesterol, (STEINER & LIN,1998; STEINER ET
AL, 1996), disminuye los niveles de triglicéridos (STEINER ET AL, 1996), estimula
al sistema inmune (LaMM & R1GGs,2001), mitiga los efectos de los oxidantes
(BOREK, 2001), normaliza la presion arterial (STEINER ET AL., 1996; RAHMAN, 2000) ,
mejora la circulacion (OHNISHI & OHNISHI, 2001; MORIGUCHI ET AL., 2001), inhibe la
agregacion plaquetaria (aLLison Er aL.,, 2006), reduce el desarrollo de la
aterosclerosis (EFenpy ET AL., 1997), reduce el estrés psicoldgico (UsHmiMA &

SumMmIoKA, 1997) € inhibe el crecimiento y desarrollo de algunos tipos de cancer
(You & BLOT, 1988; BUIATTI ET AL., 1989).



2.6. Ciclofosfamida

Es un farmaco
antineoplasico que también tiene
propiedades inmunosupresoras.
Las indicaciones de la
ciclofosfamida pueden reunirse

en 4 grupos:

Cl

Esquema 7. Estructura de la Ciclofosfamida.

a) Hemoblastosis, tumores

mieloides, particularmente

linforreticulares, leucemias linfaticas vy

crénicas linfogranulomatosis,

linfosarcoma, reticulosarcoma, plasmocitoma.

b) Tumores con crecimiento diseminado, particularmente carcinoma de

ovario, de mama, bronquial a células pequefias, neuroblastoma.

c) Terapia adicional en el postoperatorio, especialmente en tumores

quimiosensibles que presuntamente han sobrepasado los limites

locales y que a pesar de la cirugia tienen un mal prondstico.

d) Enfermedades por autoinmunidad, lupus eritematoso sistémico,

anemia autoinmune hemolitica y atropatia psoridsica (ROSENSTEIN,

2004).

Es un pro-fadrmaco que necesita ser activado por el sistema de enzimas

microsomales hepaticas para ser

citotoxico. Esta enzimas hepaticas



convierten la ciclofosfamida en primer lugar a aldofosfamida, 4-
hidroxiciclofosfamida y luego a acroleina y fosforamida, dos potentes
sustancias alquilantes del ADN. Al reaccionar con el ADN, los agentes
alquilantes forman unos puentes que impiden la duplicacion del mismo y
provocan la muerte de la célula. La ciclofosfamida y sus metabolitos activos
actian en todas las fases del ciclo celular, pero es mas efectivo contra

células en proliferacion activa que en células en reposo.

Los metabolitos producidos son eliminados por via renal. Con objeto de
minimizar la exposicidon de los rifiones a estos productos, se recomienda no
administrar la ciclofosfamida por la noche, para evitar la acumulacién de los
metabolitos en la vejiga. Ademas los pacientes deberan ser hidratados para
prevenir la cistitis hemorragica y para diluir no sélo los metabolitos de la
ciclofosfamida, sino también todos los desechos celulares producidos por los

efectos citotoxicos del farmaco.

La CF puede producir pérdida de apetito, caida del cabello, erupciones
en la piel, nduseas, vomito, dolor abdominal e inflamacion de la vejiga
causando hemorragia. La toxicidad hematoldgica es la principal reaccidn
adversa de la ciclofosfamida. Se manifiesta como pancitopenia con
leucopenia, neutropenia, anemia y/o trombocitopenia. Puede ocasionar
infertilidad debido a la supresién de las funciones de las gdénadas. Asi mismo,
la rapida lisis de las células leucémicas y linfaticas por la ciclofosfamida
ocasiona un aumento de los niveles séricos de &cido Urico. Si no se
administran uricosuricos, medicamentos que aumentan la excrecién de acido
urico en la orina, se observan niveles anormales de este acido en las
bioquimicas de rutina pudiendo resultar una nefropatia por acido urico y fallo
renal agudo. Este problema es tanto mayor, cuanto mas grande es la masa

tumoral tratada.



3. ANTECEDENTES

Diversos estudios mencionan que las ERO desempefan un papel
importante en el desarrollo de la IRA (NATH ET AL., 2000; HEINZ, 1983; BAuD &
ARDAILLOU, 1986). Debido a que se ha encontrado que las ERO se forman en
los modelos de IRA por NTA, se han realizado estudios con el propdsito de
esclarecer el grado de participacién de las mismas en la generacién del dafo
renal. Ademas, se ha observado que en los modelos de nefrotoxicidad hay
alteraciones en la cantidad y actividad de las enzimas antioxidantes, como es

el caso de la CAT, SOD y GPx (PebprAza ET AL, 1995, 1999, 2000; OzBEK ET AL.,
2000; BARRERA ET AL., 2003; FAROMBI & EKOR, 2006).

Se ha demostrado que el ajo fresco y muchos de sus preparados son
eficaces para inhibir la formacién de ERO y aumentar la actividad de enzimas
antioxidantes celulares (SOD, CAT y GPx). Parece ser que aunqgue
practicamente todos los constituyentes del ajo poseen actividad antioxidante,
el componente con mayor potencial es la S-alil-cisteina (SAC) que se

encuentra mayoritariamente en la presentacion de EAE (L6pPEz, 2007).

En el modelo de IRA inducida por gentamicina se ha evidenciado la
capacidad de proteccion del EAE contra el estrés oxidante y nitrosante
inducidos por el farmaco. Los efectos adversos, como el aumento de BUN,
CS, PT, actividad de NAG y necrosis de las células del tubulo proximal,

pudieron ser prevenidos gracias a la administracion del antioxidante.

(MALDONADO ET AL., 2003; WONGMEKIATA & THAMPRASERTB, 2005).



4. JUSTIFICACION

Los procesos de oxidacion celular se presentan en todo
momento en el organismo, sobre todo porque hay una gran
diversidad de factores enddgenos y exdgenos que los favorecen;
siendo estos ultimos los de interés en este proyecto. Si bien es cierto
que existen diversas defensas antioxidantes naturales en el
organismo, éstas no son suficientes para contrarrestar el dafio
producido por agentes externos, es por ello que es importante el
conocer otras alternativas que ayuden al ser humano a eliminar o

disminuir el dano.

Asi mismo, como ya se menciond anteriormente, el rifidn realiza
funciones fisioldgicas y bioquimicas importantes para la homeostasis
del organismo, y aunque es cierto que la IRA es una enfermedad de
caracter reversible, debemos hacer énfasis en que es asi, siempre y
cuando el insulto sea retirado, de lo contrario la IRA continla hasta
volverse crénica. Siendo ésta incurable y sus Unicas alternativas la
didlisis o el trasplante de rifidn. Por otro lado la IRA suele ser una
complicacién de una enfermedad crénica o grave, lo cual disminuye
las posibilidades de recuperacion del rindn en comparacion a un

organismo que solo es afectado por la IRA.

La CF es uno de los antineoplasicos de mayor uso en la
actualidad, indicado para el tratamiento de distintos tipos de cancer.
A pesar de su gran utilidad, es capaz de ocasionar diversos efectos
adversos en el organismo, siendo la insuficiencia renal aguda, uno de
ellos. Es importante senalar que la frecuencia de aparicion de esta
nefrotoxicidad va en aumento debido al incremento en el nimero de

casos de cancer en nuestro pais.



El investigar si un antioxidante dietario, tal como el extracto de
ajo envejecido, es capaz de ejercer un efecto protector en este
modelo experimental, nos permitird tener una visidn mas completa
gue podria ser utilizada para disenar nuevas estrategias encaminadas
a disminuir la insuficiencia renal aguda intrinseca inducida por

ciclofosfamida y mediada por estrés oxidante.

5. HIPOTESIS

El extracto de ajo envejecido sera capaz de prevenir el dafio
renal inducido por la ciclofosfamida. Es posible que esta proteccion o
prevencion solamente sea parcial debido a que el estrés oxidante no

es el Unico mecanismo de dafio de este farmaco.

Sin embargo; si el estrés oxidante fuera el principal o el primer
evento de dafo inducido por el antineopldsico, los componentes
antioxidantes del extracto de ajo envejecido, podrian evitar la
cascada de eventos que ocurren para generar la insuficiencia renal

aguda.

6. OBJETIVO GENERAL

Investigar si el extracto de ajo envejecido es capaz de disminuir
la insuficiencia renal aguda y el estrés oxidante ocasionados por la

administracion de ciclofosfamida.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer el modelo de IRA inducida por CF en ratas.
= Medir la funcién renal.
Evaluar el efecto protector del EAE en la IRA inducida por CF.
» Determinar el dafio renal.

» Evaluar el estrés oxidante en rifid



8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Reactivos

Para las determinaciones de creatinina en suero (CS), depuracion de
creatinina (DC) y nitrégeno de urea en sangre (BUN) se emplearon Kits
comerciales SPINREACT de LAB CENTER DE MEXICO. El &cido tiobarbiturico,
el tetrametoxipropano, el mesilato de deferoxamina, el nitroazul de
tetrazolio, el NADPH, el BHT, la glutation reductasa, el glutatién reducido, la
albumina sérica bovina, el reactivo de Folin, el carbonato sédico, el p-
nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosaminido, la xantina y la xantina oxidasa fueron
de SIGMA CHEMICAL. El etanol, el fosfato de potasio monobasico, el fosfato
de sodio dibasico, el butanol, la piridina, el acido clorhidrico, el acido
tricloroacético, el tartrato sdédico potasico, el perdéxido de hidrégeno, el
sulfato de amonio y la sal disédica del acido etileno diamino tetraacético
fueron de JT BAKER. El sulfato cuprico y el carbonato de sodio fueron de
MALLINCKRODT. El cloruro de cobre fue de RIEDEL-DE HAEN.

8.2. Farmaco y antioxidante

La solucion de CF (HIDROFOSMIN®, de LABORATORIOS SANFER, S.A.
de C.V.) se preparé el mismo dia de su uso. Se pesé la cantidad requerida en
cada protocolo y se disolvid en agua destilada hasta obtener una
concentracion final de 20 mg/mL. La dosis administrada de CF fue de 100
mg/kg. El EAE (KYOLIC®, de WAKUNAGA OF AMERICA) se administré a una
dosis de 1.2 mL/kg.

8.3. Sujetos experimentales

Se emplearon ratas macho cepa Wistar entre 250-300 g de peso,
obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se



mantuvieron bajo condiciones estandar de temperatura a 24 + 1°C en cajas
metabodlicas (NALGE COMPANY), con ciclos artificiales de luz-oscuridad de 12
h (6:00 a.m. -18:00 p.m.). El alimento (RODENT LABORATORY CHOW) vy el
agua se proporcionaron ad libitum durante todo el estudio. Todos los
procedimientos se realizaron acorde con los principios éticos para el uso de

animales.

8.4. Diseio experimental
a) Busqueda de la dosis de dafo por CF

La primera parte del proyecto consistid en la busqueda de la dosis
donde el dafio renal producido por la CF fuera evidente. Para ello se
formaron 4 grupos al azar de 2-3 sujetos experimentales cada uno. Los

grupos se dividieron de la siguiente manera:

1) Grupo control (CT)- Dosis de solucién salina isotdnica
(SSI)= 1.2 mL/kg.

2) Grupo CF 1- Dosis de CF= 100 mg/kg.

3) Grupo CF 2- Dosis de CF= 150 mg/kg.

4) Grupo CF 3- Dosis de CF= 200 mg/kg.

La IRA fue inducida mediante la administracion diaria de CF por via
intraperitoneal (i.p.) con la dosis respectiva para cada grupo. Los sujetos
experimentales fueron pesados antes, durante y al final del protocolo, cuya
duracion fue de 5 dias. A partir del dia 1 se recolectaron muestras de orina
para las determinaciones de proteinas totales (PT) y actividad de la enzima
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG). Al termino del mismo, se sacrificd a los
sujetos experimentales por decapitacion y se recolectaron muestras de orina
y de sangre para las determinaciones de creatinina en suero (CS),

depuracién de creatinina (DC), nitrédgeno de urea en sangre (BUN),



cuantificacion de proteinas totales en orina (PT) y actividad de la enzima N-
acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG).

b) Evaluacion del efecto protector del EAE en el daio renal inducido
por CF (100 mg/kg)

Se realizaron otros protocolos experimentales con una duracidon de 2

dias, integrados por 5 grupos de 2-4 sujetos experimentales cada uno:

1) Grupo CT- SSI= 1.2 mL/kg (i.p.)

2) Grupo EAE= 1.2 mL/Kg (i.p.)

3) Grupo CF= 100 mg/kg (i.p.)

4) Grupo CF+ EAE= 100 mg/kg (i.p.) + 1.2 mL/kg (i.p.)

La administracion del antioxidante (EAE) comenz6 48 horas antes
(tiempo -48 h) de la administracidon del antineoplasico. La CF se administro
en el tiempo 0. En los tiempos en que no se debia administrar ningun
compuesto a las ratas se les inyecté SSI. Los sujetos experimentales se
sacrificaron 48 horas después de la administracién de CF. Los rifiones de los

sujetos experimentales fueron extraidos para su posterior estudio.

c) Evaluacion del estrés oxidante

Para esta parte se realizaron dos determinaciones; por un lado, se
evaluo la actividad de las enzimas antioxidantes del rifdn; y por otro, se
midid un marcador de estrés oxidante. En ambos casos; se prepararon
homogenados de rifildn completo, conforme a técnicas ya establecidas para

cada determinacion.



8.5. Muestras

Orina. Las muestras de orina se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente en una centrifuga Hettich Zentrifugen EBA 20. Se
tomaron alicuotas de 1.0 mL y se conservaron a -20°C en tubos de

microfuga.

Suero. Después de sacrificar a los sujetos experimentales, se recolectd la
sangre de cada uno en tubos de vidrio; las muestras se centrifugaron a
3,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y se tomaron alicuotas de 1.0

mL que se conservaron en tubos de microfuga a -20°C.

Rifion. Los riflones de todos los sujetos experimentales fueron extraidos y

cortados transversalmente, se mantuvieron a -20°C en papel aluminio.

Homogenado para el ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico. EI homogenado de riidn completo se prepardé en
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 que contenia BHT 0.1 M, empleando
un homogenador tipo Polytron PT 10-35 durante 20 segundos, después se
sonicaron durante 10 segundos con el equipo SONICS-vibra cells. Se utilizé
una dilucion de tejido 1:10 (p/v). Las muestras se mantuvieron en hielo

durante todo el proceso.

Homogenado para la determinacion de actividad enzimatica. El
homogenado de rifidn se prepard en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH

7.4, tritdon 1%, empleando el homogenador durante 20 segundos. Se utilizd



una dilucién de tejido 1:4 (p/v). Los homogenados se centrifugaron en una

microcentrifuga Beckman a 15,300 rpm durante 1 hora a 4°C.

Cuantificacion de proteinas. Se realizd conforme al método colorimétrico
de Lowry (1951).

8.6. Evaluacion del dano renal
8.6.1 Dano tubular

8.6.1.1. Actividad de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa
(NAG) en orina

La excrecidon urinaria de enzimas lisosomales, como la N-acetil-B-D-

glucosaminidasa, es un marcador de dafo en el tdbulo renal proximal

(LockwooD & BOSMANN, 1979).

La actividad de NAG, se determind a través de un ensayo basado en la
conversidon del p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosaminido en p-nitrofenol, que
en condiciones acidas es incoloro y se encuentra protonado. Al alcalinizar el
medio el p-nitrofenol pasa de su forma protonada a la anidnica que absorbe
a 405 nm. Se emplearon 50 pyL de orina sin diluir, se agregaron 375 pL de
amortiguador de citratos 50 mM, pH 4.4 y 125 uL de sustrato p-nitrofenol-B-
D-glucosaminido 30 mM (JunG ET AL., 1991). Para determinar la absorcion basal
de cada muestra se prepard un blanco sin sustrato y para evaluar la
conversidn espontanea del sustrato se prepard un blanco sin muestra de
orina. Los tubos se agitaron y se incubaron a 37°C por 15 min. Se detuvo la
reacciéon con 500 uL de Na,COs 0.2 M, pH 10.4. Las muestras se leyeron a
405 nm. Los datos obtenidos se interpolaron en una curva patron de p-
nitrofenol en un intervalo de 0.00015 a 0.15 pmol. Se calcularon las
unidades (U) de NAG/24 h. Donde U= cantidad de enzima que libera 1 umol



de p-nitrofenol por minuto. Los resultados se expresaron normalizados,

donde 1 = al promedio de los valores del grupo control.

8.6.1.2. Cuantificacion de proteinas en orina

Un aumento en la excrecion urinaria de proteinas puede ser indicativo

de dafo renal tubular y glomerular (Pepraza eT AL., 1995).

El método utilizado esta basado en la precipitacion de proteinas totales
en orina con acido tricloroacético (TCA), y la medicion de su turbidez a 420
NM (PEDRAZA ET AL., 1999). Las muestras de orina se diluyeron 1:5 con solucién
salina isotonica hasta un volumen final de 2 mL, después se separaron en 2
alicuotas de 1 mL, a una de ellas se le agregd 250 yL de TCA al 12.5% vy a la
otra 250 L de solucion salina, empleada como blanco de cada muestra. Los
tubos se dejaron incubando a temperatura ambiente por 10 min. Los datos
obtenidos se interpolaron en una curva patron de albumina sérica bovina
(ASB) en un intervalo de 0.04 a 0.8 mg/mL. Se calcularon los mg de
proteina/24h. Los resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al

promedio de los valores del grupo control.

8.6.2. Funcion glomerular
8.6.2.1. Creatinina en suero (CS)

La creatinina es el resultado de la degradacién de la creatina,
componente de los musculos, y puede ser transformada en ATP, fuente de
energia para las células. Se elimina a través del rifdn. En una insuficiencia
renal progresiva hay una retencidn en sangre de urea, creatinina y acido

urico. Niveles altos de creatinina son indicativos de patologia renal.



La determinacion de la creatinina en las muestras se realizd mediante
la reaccidon de Jaffé, procedimiento basado en la formacién de un complejo
rojizo (2,4,6-trinitrofenol) entre la creatinina y el picrato en un medio
alcalino, el producto formado absorbe a 520 nm. La absorbancia del
complejo es directamente proporcional a la concentraciéon de la creatinina
presente en la muestra ensayada. En una celda se adicionaron 50 pL del
suero y 500 uL de la mezcla de reaccidon (acido picrico 17.5 mM e hidroxido
de sodio 0.29 M, 1:1) se hicieron lecturas a los 0, 30, 60 y 90 seg. Antes de
realizar las lecturas de la muestra, el espectrofotometro (BECKMAN
COULTER), se ajustd a cero frente a agua destilada. Después se leyd el
patrén de creatinina de 2 mg/dL a los mismos tiempos antes mencionados,
para dar paso a las lecturas de las muestras. La cantidad de creatinina
presente en las muestras; se determind calculando el cociente de las
diferencias de densidad Optica de las lecturas de 90 y 30 seg, entre las del
patrén, y multiplicando por la concentracidon del mismo. Se calcularon los mg
de creatinina/dL. Los resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al

promedio de los valores del grupo control.

8.6.2.2. Depuracion de creatinina (DC)

La DC se emplea como marcador para evaluar la funcién renal,
especificamente midiendo la velocidad de filtracion glomerular (Pepraza ET AL.,
1999).

Para esta parte fue necesario determinar la concentracion de creatinina
en orina, de la misma forma que en las muestras de suero. Ya con los datos

obtenidos la depuracién se calculd de la siguiente manera:

DC (mL/min) = CREATININA EN ORINA (mg/dL)* VOLUMEN URINARIO DE 24 HORAS (mL)
CREATININA EN SUERO (mg/dL) * 1440 (min)

Nota: El factor 1440 indica los minutos que hay en 24 h




8.6.2.3. Nitréogeno de urea en sangre (BUN)

La urea es el resultado final del metabolismo de las proteinas. La
concentracidon de urea en sangre; aumenta como consecuencia de dietas con
exceso de proteinas, enfermedades renales, insuficiencia cardiaca,

hemorragias gastricas e hipovolemia.

Para la determinacion de BUN; se empled el método de UV, el cual se
basa en una reaccidon acoplada en la que el a-cetoglutarato, por accion de la
glutamato deshidrogenasa pasa a L-glutamato, la cual emplea como cofactor
al NADH presente en el medio y al amonio producido por la ureasa. La
disminucion de la concentracién de NADH en el medio es proporcional a la
concentracion de urea de la muestra ensayada. Las muestras se leen
espectrofotométricamente a 340 nm. En una celda se adicionaron 5 pL del
suero y 500 pL de la mezcla de reaccién (R1: TRIS, pH 7.8, 80 mM + a-
cetoglutarato 6 mM + ureasa 75000 U/L; R2: GLDH 60000 U/L + NADH
0.32 mM; 4:1). Se hicieron lecturas a los 0, 30, 60 y 90 seg. Antes de
realizar las lecturas de la muestra el espectrofotdmetro se ajustdé a cero
frente a agua destilada. Después se leyd el patréon de urea de 50 mg/dL. La
cantidad de BUN presente en las muestras se determind calculando el
cociente de las diferencias de densidad 6ptica (D.O.) de las lecturas de 30 y
90 seg, entre las del patrén y multiplicando por la concentracién del mismo,
con lo cual obtenemos la cantidad de urea (mg/dL) de cada muestra. La
cantidad de nitrégeno de urea en sangre (BUN) se calcula dividiendo la
cantidad de urea entre 2.14, factor que indica el nUmero de atomos de

nitrdgeno presentes en la molécula de urea. Se calcularon los mg de BUN/dL.



Los resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al promedio de los

valores del grupo control.

8.7. Evaluacion del estrés oxidante
8.7.1 Evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes en

el rifidn
8.7.1.1. Actividad de la enzima superoxido dismutasa total (SOD)

La actividad de esta enzima se determind por la reaccion de reduccion
del azul de nitrotetrazolio (NBT) (OBerLeYy & SpiTz, 1984). Para ello se prepardé
una solucion de xantina oxidasa con una concentracion de 168 U/L y una
mezcla de reacciéon que contenia en concentracion final: xantina 0.122 mM,
EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM, ASB 0.006% y carbonato de sodio 49 mM. Se
colocaron 2.45 mL de la mezcla de reaccién en dos tubos de ensayo que se
mantuvieron a 27°C. Después se agregd 0.5 mL del homogenado renal
diluido 1:100 con agua destilada, la reaccion se inicié inmediatamente
agregando 50 pL de la solucion de xantina oxidasa. Se realizé un blanco para
cada muestra con los mismos reactivos pero sustituyendo la xantina oxidasa
por agua. Simultdneamente se prepard un blanco de comparacion el cual
contenia xantina oxidasa pero sin homogenado. Los tubos se incubaron por
30 min. Transcurrido el tiempo de incubacion se agregé 1 mL de cloruro
cuprico 0.8 mM y se leyeron a 560 nm. Se calcularon las U de SOD/ mg de
proteina. Donde U= cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la
reduccion del NBT. Los resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al

promedio de los valores del grupo control.

8.7.1.2. Actividad de la enzima catalasa (CAT)



La actividad de la enzima catalasa (CAT) se determind por el método
de Aebi (1982). En una celda de cuarzo se adicionaron 25 L del
homogenado diluido 1:100 en amortiguador de fosfato 10 mM, pH 7.0. Se
mezcldé con 725 pL de H,0,, 7.7 mM en amortiguador de fosfato 10 mM, pH
7.0. Se hicieron lecturas a 240 nm a los 0, 15 y 30 segundos (lapso de
tiempo en que la descomposicion del H,O, sigue una cinética de primer
orden). Se usoé la constante de reaccién de primer orden (k) como la unidad
de actividad de la CAT, que se define de acuerdo a la siguiente expresion:
K= (1/t)(2.3 * log A1/[A2]), donde t=t>-t;, A1 y A2 son las absorbancias del
H,O, en los tiempos t; y t;. Los resultados se expresaron normalizados,

donde 1 = al promedio de los valores del grupo control.

8.7.1.3. Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima glutatién peroxidasa (GPx) se hizo
empleando el método de Lawrence y Burk (1976), el cual se basa en la
disminucion de la densidad o6ptica a 340 nm producido por el consumo de
NADPH en la reaccion de regeneracidén de glutatién. Se hizo una dilucion del
homogenado 1:10 con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. Se tomaron
100puL de la dilucidn que se mezclaron con 800 pL de la mezcla de reaccién
(Fosfato de potasio 50 Mm, pH 7.0; EDTA 1 mM; azida de sodio 1 mM,
NADPH 0.2 mM; 1 unidad de glutatién reductasa/mL; glutatién reducido 1
mM) y se dejaron incubar por 5 minutos. Se prepard un blanco con la mezcla
de reaccién afiadiendo amortiguador de fosfatos en vez del homogenado.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se colocé en la celda 0.1 mL de la
solucién sustrato (2 pL de H,0, al 30% + 10 mL de amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7.0) y la muestra a determinar. Anteriormente el espectro se
ajustd a cero frente a amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. Las lecturas
se realizaron cada minuto por un lapso de 3 minutos. Se calcularon las U/

mg de proteina. Donde U= pmol de NADPH oxidado en un minuto. Los



resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al promedio de los

valores del grupo control.

8.7.2 Evaluacion de un marcador de estrés oxidante

8.7.2.1. Sustancias reactivas al acido tiobarbitiarico (TBARS)

Este método se basa en que algunos productos formados a
consecuencia de la interaccidon de radicales libres con moléculas celulares,
pueden reaccionar con el acido tiobarbitlirico (TBA), en condiciones de
calentamiento y a pH bajo formando un cromdgeno rosa (YaGi, 1998;
ARMSTRONG ET AL., 1994; LEF'EVRE, 1998; JANERO, 1998). Se midid el contenido de
proteinas por el método de Lowry (1951), a las muestras de homogenado
preparado para el ensayo de TBARS. Posteriormente, se colocd lo
equivalente a 0.5 mg de proteina de cada muestra en tubos de vidrio, y se
llevé el volumen a 100 pL con amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se
afiadieron 500 pL de solucién TBA/HCI/TCA/DFO (acido tiobarbitlrico/acido
clorhidrico/acido tricloroacético/mesilato de deferoxamina) a cada uno de los
tubos (incluidos el blanco y los estandares que se preparan en el primer caso
con amortiguador en vez de muestra y en el segundo caso con
malondialdehido) Los tubos se agitaron en el vortex (VORTEX-GENE 2, G-
560) y se colocaron en agua hirviendo por 10 minutos. Después se afadio
0.5 mL de butanol/piridina (15:1 v/v) a cada tubo con muestra. Se volvieron
a agitar en el vortex y se centrifugaron a 3,000 g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se obtuvo la fase superior de cada tubo y las
muestras se leyeron a 532 nm. Los datos obtenidos se interpolaron en la
curva patrén de MDA. Se calcularon los nmol MDA/mg proteina. Los
resultados se expresaron normalizados, donde 1 = al promedio de los

valores del grupo control.



8.8. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Prism (versién 3.02,
GraphPad, San Diego, CA) por analisis ANOVA, post test DUNNET. Utilizando
el valor de la media £ EEM. Un valor de P<0.05 vs CT o CF, fue considerado

como significativo.



9. RESULTADOS Y DISCUSION
a) Busqueda de la dosis de daio por CF

En la primera parte de este trabajo se buscé la dosis adecuada para
establecer el modelo de dano renal por CF. Para ello la IRA se indujo
mediante la administracién via intraperitoneal (i.p.) del antineoplasico a 3
distintas dosis, en un rango de 100-200 mg/kg. Los parametros evaluados
fueron: peso, volumen de orina, proteinas totales en orina (PT), creatinina
en suero (CS), depuracion de creatinina (DC), nitrogeno de urea en sangre

(BUN) y actividad de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG).

Los resultados obtenidos en éste y todos los protocolos se presentan
de manera normalizada, a excepcion de los del peso corporal y el volumen
de orina. La normalizacion consiste en relacionar cada dato obtenido con el
promedio de los sujetos del grupo CT. Esto se hizo porque se presentan
variaciones en las mediciones obtenidas de los parametros entre un
protocolo y otro, ya que a pesar de que los reactivos se mantuvieron bajo las
condiciones que indica el fabricante, una misma muestra presenta pequefias
diferencias al realizar la cuantificacién cuando el reactivo es nuevo a cuando
esta por terminarse. Sin embargo; el porcentaje de variacién de una muestra

de un sujeto normal y uno con IRA es semejante.

En la figura 1, que corresponde al peso de los sujetos experimentales
antes, durante y al final del protocolo, se observé que en todos los grupos
tratados con CF hubo una tendencia a disminuir conforme transcurrié el
tiempo, contrario a los sujetos del grupo CT, los cuales mantuvieron su peso
a lo largo del protocolo. Se observé diferencia estadistica (P<0.0001) a partir

del dia 4, entre los grupos de las dosis mas altas (150 mg/kg, 200 mg/kg) vy



el grupo CT. En el dia 5 existid diferencia estadistica entre el grupo CT y el

grupo de la dosis de 100 mg/kg.

Peso corporal (g)
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Figura 1. Busqueda de la dosis de dafio por CF. Peso corporal de ratas

administradas con diferentes dosis de CF. Grupos: CT (m), CF=100 mg/kg (A),

CF=150 mg/kg (V¥), CF=200 mg/kg (#). Promedio £ EEM. n = 2-3. a: P<0.05 vs
CT.

En la figura 2, correspondiente al volumen de orina de las ratas, no se
observé diferencia estadistica alguna. El grupo CT mantuvo constante los
volumenes de orina a lo largo del experimento, contrario al grupo tratado
con CF=200 mg/kg, que es el grupo en el que se puede apreciar de manera
clara una tendencia a la disminucién de los volimenes. Contrario a lo que
sucedid con el grupo tratado con CF= 100 mg/kg, en donde se observd que
durante los tres primeros dias hubo una tendencia de aumento de los
volimenes de orina, para después disminuir entre los dias 3 y 5,

similarmente a lo que ocurrié con el grupo de dosis intermedia.



30+

25

20

154

10

Volumen de orina (mL)

Dia

Figura 2. Bisqueda de la dosis de dafo por CF. VVolumen de orina de ratas

administradas con diferentes dosis de CF. Grupos: CT (m), CF=100 mg/kg (A),

CF=150 mg/kg (Y), CF=200 mg/kg (#). Promedio £ EEM. n = 2-3. a: P<0.05 vs
CT.

En cuanto a los marcadores de dafo tubular (Figura 3) se observd que
el grupo CT mantuvo sus niveles de PT constantes a lo largo del protocolo,
mientras que el resto de los grupos aumentaron la eliminacién de proteinas
en orina. El nivel mas alto de PT lo observamos en el dia 1 para las 3 dosis
de CF; el grupo con la dosis mas alta (200 mg/kg) presenté la mayor
proteinuria (P<0.0001), y los grupos con dosis de 100 y 150 mg/kg
presentaron niveles de PT semejantes. Los tres grupos tratados con CF

regresaron a niveles normales de PT entre los dias 3-5.

Respecto a la actividad de la enzima NAG, se observd que todos los
grupos tratados con CF, presentaron pequefas variaciones dentro de los

parametros considerados como normales en rata.



De manera conjunta, podemos decir que se esperaba que los niveles
de PT y la actividad de NAG aumentaran en los grupos tratados con el
farmaco, porque indican que el tubulo fue dafado y los restos celulares son
eliminados por la orina. Sin embargo; solo se observd la presencia de
proteinas, pero sin aumento de la enzima caracteristica (NAG) de las células
del tubulo proximal. Por tanto, esto sugiere que las proteinas estan
presentes por un mal funcionamiento del glomérulo. Esto lo comprobamos al
realizar una electroforesis desnaturalizante de las proteinas en orina; donde
observamos que la proteina mas abundante es una de peso molecular de 66
kDa, peso que corresponde a la albumina. En cambio, en las muestras de
ratas del grupo CT, se observan diferentes proteinas de pesos moleculares,
entre 17 y 6 kDa; estas proteinas corresponden a restos celulares por

descamacion.

En la literatura no se reportan datos sobre la proteinuria por CF, solo
inflamacién del tubulo y una ligera disminucién de algunas enzimas
lisosomales como NAG (ABRAHAM, ET AL., 2007). Esta caracteristica coincide con
lo que obtuvimos. Es posible que no exista informaciéon porque nadie ha
observado la proteinuria; sin embargo, los datos de BUN y CS también

coinciden con los observados en nuestros animales de experimentacion

(SENTHILKUMAR, ET AL., 2006).

Por tanto, los parametros de dafo tubular ya no se evaluaron en

protocolos posteriores.
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Figura 3. Busqueda de la dosis de dano de CF. Marcadores de dafo tubular.
Grupos: CT (m), CF=100 mg/kg (A), CF=150 mg/kg (V¥Y), CF=200 mg/kg (¢).
Promedio £ EEM. n = 2-10. a: P<0.05 vs CT.

Las determinaciones de los marcadores de dafio glomerular (Figura 4)
se realizaron al término del protocolo, sin embargo; se realizé otro con

caracteristicas similares para obtener los datos del dia 1 y 2 para la dosis de



CF=100 mg/kg, y asi poder observar el comportamiento de este grupo desde
el dia 1 hasta el 5. Las determinaciones de los otros grupos tratados con el
antineoplasico no se realizaron por cuestiones que posteriormente seran

mencionadas.

La determinacidon de CS en los dias 2 y 5, mostro diferencia estadistica
en la dosis de 100 mg/kg comparadas con el grupo CT. Mientras que los
parametros de BUN y DC mostraron diferencia pero solo en el dia 2 a la

misma dosis.

En cuanto a CS se observé que los niveles del grupo CT se mantuvieron
constantes, y los valores de los grupos tratados con CF siempre estuvieron
por encima de los del grupo CT. Sin embargo; en las dosis mas altas se
observé una gran dispersion de los datos, siendo la dosis de CF=100 mg/kg
la Unica en la que se veia claramente el aumento de creatinina. En el caso de
DC, los niveles en el grupo CT se mantuvieron constantes; mientras que los
niveles en los grupos tratados con CF se mantuvieron siempre por debajo
con respecto al grupo CT, pero por la dispersién obtenida de los datos, solo
fue posible evidenciar la disminucion de DC en el grupo tratado con CF=100

mg/kg al dia 2.

Con respecto a BUN ocurrid algo similar a CS. Los valores del grupo CT
se mantuvieron constantes, mientras que los valores de los grupos tratados
con el antineoplasico estuvieron por encima de los del grupo CT, mostrando
también una alta dispersién; excepto al segundo dia en el grupo tratado con
CF=100 mg/kg, donde se observd diferencia estadistica (p<0.0001) respecto
al grupo CT.
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Con base en los resultados obtenidos, se decidié utilizar una dosis de
CF= 100 mg/kg para los siguientes experimentos; ya que a esta dosis
obtuvimos un dafo renal evidente, manteniendo la integridad de los sujetos
experimentales, es decir, evitamos la muerte de los sujetos. Como se puede
apreciar en las graficas anteriores, los resultados para el dia 5 de las dosis
de 150 mg/kg y 200 mg/kg no pudieron reportarse debido a que los sujetos
experimentales murieron antes de finalizar el protocolo, por lo que se decidid
no utilizar nuevamente estas dosis. Aunado a eso, en los parametros
evaluados se observd que para la dosis de CF= 100 mg/kg existié diferencia
estadistica al 2do dia de tratamiento comparado con el grupo CT, por lo que

se eligié este dia como el idoneo para realizar los experimentos posteriores.

b) Evaluacion del efecto protector del EAE en el daio renal inducido
por CF (100 mg/kg)

Basados en los resultados de los experimentos antes realizados, los
siguientes protocolos se realizaron con las siguientes caracteristicas: dosis de
CF= 100 mg/kg y duracion de 48 h. El EAE se administré 48 horas antes
(tiempo -48 h) de la administracidon del antineoplasico. La CF se administro
cada 24 h por 2 dias. En los tiempos en que no se debia administrar ningun
compuesto a las ratas se les inyectdé SSI. Los sujetos experimentales se
sacrificaron 48 horas después de la administracion de CF. Se formaron 4

grupos de 2-4 sujetos experimentales cada uno en cada protocolo:

1) Grupo CT- SSI= 1.2 mL/kg (i.p.)

2) Grupo EAE= 1.2 mL/kg (i.p.)

3) Grupo CF= 100 mg/kg (i.p.)

4) Grupo CF+ EAE= 100 mg/kg (i.p.) + 1.2 mL/kg (i.p.)



300+

275

250+

Peso corporal (g)

225-  a:P<0.001

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Dia
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En la figura 5, correspondiente al peso corporal de los sujetos
experimentales, se observa que los tratados con CF y CF+EAE tuvieron una
tendencia a disminuir conforme transcurrié el tiempo y que en el dia 2 existe
una diferencia estadistica entre estos grupos y el grupo CT que tuvo una

tendencia a aumentar.

En los resultados obtenidos en estos Ultimos protocolos el dafio renal
inducido por la CF se hizo muy evidente, ya que en todos los parametros
medidos existid diferencia estadistica al comparar al grupo CF con el grupo
CT. Esto nos sirvid para hacer una adecuada determinacidon del efecto

protector del EAE en la IRA inducida por CF.
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Respecto a CS; el grupo CT y EAE mostraron niveles de creatinina
similares, lo contrario al grupo tratado con la CF, en donde se observd un
aumento significativo en los valores de CS (P<0.001). Este aumento pudo
ser prevenido totalmente por la administracion del EAE; como se muestra en
el grupo CF+EAE, donde los valores de CS se mantuvieron al mismo nivel

que los del grupo CT.

En el caso de DC, los valores de EAE son mayores que los del grupo
CT. Sin embargo; hay que hacer notar que la dispersion de los datos es
mayor que en el grupo CT, por lo que no existe diferencia entre ellos. Asi
mismo, se hizo evidente el dafio inducido por el farmaco, ya que los niveles
de depuracién disminuyeron aproximadamente a la mitad de los del grupo
CT (P<0.001). Lo que concuerda con lo obtenido en la grafica de CS, ya que
a menores niveles de depuracién, mayores niveles de creatinina. El dafio por

la CF pudo prevenirse de manera total en el grupo tratado con el EAE.

En cuanto a BUN; los niveles de CT y EAE presentan estrecha similitud,
lo que contrasta con el grupo CF, en donde los niveles de BUN aumentaron y
son diferentes con respecto al grupo CT (P<0.001). A diferencia de los otros
dos parametros evaluados; el aumento de BUN solo pudo prevenirse de
parcial; ya que aunque los niveles son menores que en los del grupo tratado
con el antineoplasico, estos no se mantienen al mismo grado que los del

grupo CT.



c) Evaluacion del estrés oxidante

La obvia funcién de los antioxidantes es reaccionar directamente con
las ERO, con lo cual se contribuye a disminuir o prevenir el dafio generado.
Ademas, al evitar el aumento del estrés oxidante es posible impedir la
disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes, por tal efecto

también se les llama antioxidantes.

Por los antecedentes antes mencionados se sabe que las ERO
desempenan un importante papel en el desarrollo de la IRA. Es por ello que
se hizo necesario el evaluar en este trabajo el estrés oxidante mediante la
actividad de las enzimas antioxidantes mas estudiadas (SOD, GPx, CAT) y un

indicador de la oxidacidn de lipidos (lipoperoxidacion).

Actividad de las enzimas antioxidantes en el rindn

Se observd que la actividad de las enzimas CAT y SOD en el grupo
tratado con CF disminuyeron significativamente respecto al grupo CT
(P<0.05).

En el caso de la enzima CAT, el grupo tratado previamente con EAE,
mantuvo los mismos niveles de actividad que el grupo CT y EAE, cuyos
valores fueron semejantes. Por lo que podemos decir que el EAE tiene un
efecto protector total en cuanto a la actividad enzimatica de CAT en el

modelo de nefrotoxicidad inducida por CF.

Para la enzima SOD; se observd que los niveles en la actividad del
grupo EAE fueron similares a los del grupo CT, disminuyendo en el grupo
tratado con CF. Esta disminucion fue prevenida por el EAE, aunque solo de
manera parcial, ya que la actividad de la enzima no se mantuvo al mismo

grado que el grupo CT.
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En cuanto a la actividad de la enzima GPx no se observé una diferencia
entre el grupo CT y el grupo CF; incluso la actividad de la enzima fue
ligeramente mayor en los grupos tratados con el antineoplasico. Por lo que
podemos deducir que el organismo quizd esté aumentando la actividad de
esta enzima para contrarrestar el dafio producido por el farmaco pero no lo
logra hacer de manera significativa. Donde si se observé diferencia fue entre
los grupos CT y EAE, en los cuales se observa como la actividad de la enzima
es favorecida en el grupo tratado con el antioxidante. En el grupo CF+EAE

los niveles de la actividad son semejantes al grupo CT.

Marcador de estrés oxidante

Como marcador de estrés oxidante se evalué al malondialdehido
(MDA), producto formado a consecuencia de la interaccion de radicales libres
con moléculas celulares, especificamente del radical hidroxilo con los lipidos,

proceso al que se le conoce como lipoperoxidacion
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Figura 8. Marcador de estrés oxidante. Determinacion de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico en el modelo de IRA inducida por CF (100mg/kg) Promedio +
EEM. n = 4-6. a: P<0.05 vs CT; b: P<0.05 vs CF.



En cuanto al marcador de estrés oxidante (Figura 8); se observd que el
nivel de TBARS en el grupo CF aumenta aproximadamente al doble respecto
al grupo CT (P<0.01). Esto era de esperarse, ya que diversos estudios han
reportado la importancia de las ERO en el desarrollo de la IRA. Asi mismo, se
observé que la oxidacion lipidica pudo ser prevenida por el tratamiento con
EAE, conservando el nivel de TBARS al mismo grado que los del grupo CT y
EAE, cuyos valores fueron similares. Debido a que el MDA es un indicador
indirecto de la lipoperoxidacién, podemos deducir que esta reaccidon se esta
llevando de manera muy activa en los grupos tratados con el farmaco. Con
estos resultados podemos decir que el EAE ejerce una proteccion total en

cuanto al estrés oxidante en este modelo de nefrotoxicidad.

Los resultados expuestos en este trabajo demuestran que el EAE posee
un efecto protector preventivo en el modelo de IRA inducida por CF. Esta
proteccion es parcial; no podemos hablar de proteccion total, porque no
todos los parametros evaluados son iguales a los niveles considerados como

normales (datos del grupo CT).



10. RESUMEN DE RESULTADOS

Se logro establecer el modelo de IRA en ratas utilizando CF como inductor.

Se determind que una dosis de CF=100 mg/kg es la indicada para estudiar

el modelo de IRA inducido por CF en ratas macho cepa Wistar.

Se determind que el lapso de tiempo en que el dafio renal inducido por CF
alcanza sus niveles mas altos, es a las 48 horas después de la

administracion diaria del antineoplasico.

Se observé que de los parametros que evalluan funcién tubular, solo
aumentan los niveles de PT. Estando mayoritariamente presentes

proteinas de alto peso molecular, indicando dafo glomerular.

Se determindé que el EAE previene totalmente el aumento de CS vy la
disminucion de DC; ademas, previene parcialmente el aumento de BUN

ocasionados por la administracién de CF.

Se determind que la disminucion de la actividad enzimatica de CAT como
consecuencia de la IRA por CF, es prevenida totalmente por Ila
administracion de EAE. En el caso de la disminucion de la actividad de la

enzima SOD solo es prevenida de manera parcial.

EAE es capaz de prevenir totalmente el aumento de TBARS ocasionado por

la administracion del antineoplasico.



11. CONCLUSION

e El extracto de ajo envejecido es capaz de evitar parcialmente el dano

funcional y el estrés oxidante renal que produce la ciclofosfamida.
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ANEXOS

Método de Lowry

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de las proteinas. A la muestra se afilade un reactivo que forma
un complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color de la
disolucion resultante proporcional a la concentracion de proteinas, segun la

ley de Lambert Beer. Este método consta de dos etapas:

1) Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas
formando complejos con los atomos de nitrdgeno de los enlaces peptidicos.
Estos complejos Cu®*-proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan
el desdoblamiento de la estructura tridimensional de Ila proteina,
exponiéndose los residuos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de la reaccién. El Cu®* se mantiene en solucién alcalina en forma de su

complejo con tartrato.

2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-
Ciocalteau por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina presentes en
la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal
constituyente del reactivo de Folin Ciocalteau es el acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.Las absorbancias de
las muestras se leen en el espectrofotometro a 580 nm. Anterior a esto se

realiza una curva patron de albumina sérica bovina.



Electroforesis

Método en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada, con la
finalidad de separar biomoléculas segun su tamafo y carga eléctrica a través

de una matriz gelatinosa.

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte
para separaciones electroforéticas de proteinas. La poliacrilamida se forma
por copolimerizacion de dos compuestos, la acrilamida y bis-acrilamida, en
una reaccion iniciada por la tetrametiletilendiamina (TEMED) y el persulfato
de amonio; el cual activa al TEMED, que a su vez activa al mondmero de
acrilamida para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son
entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose asi una red de
porosidad bastante uniforme. En la ténica de SDS-PAGE, se mezclan las
proteinas con el detergente anionico SDS para formar complejos
desnaturalizados, cargados negativamente. La cantidad de SDS unido a las
proteinas es proporcional a su tamano. Dado que la relacién final carga/masa
gueda constante para las distintas proteinas (se anula su carga intrinseca),
estas van a ser separadas en el gel poroso fundamentalmente con base en
sus diferencias de peso molecular (PM): a menor tamano, mayor movilidad

de la proteina, y viceversa.

La electroforesis termina cuando se ha producido la maxima separacion
de los componentes de la muestra, pero sin sobrepasar los limites del
soporte. Para evitar que se sobrepasen estos limites, se utilizan los
marcadores electroforéticos que son moléculas coloreadas con una movilidad
electroforética superior a cualquier componente de la muestra. Una vez
acabada la electroforesis, se procede a la etapa de tincién. El soporte se
retira de la cubeta y se sumerge en un recipiente que contiene una
disolucion de un colorante que se une de manera especifica a los

componentes de la muestra.
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