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Introduccion
1. Rifién

El rifdn es un o6rgano par y se encuentran situados en la parte
posterior del abdomen, a ambos lados de la columna vertebral. El peso de
cada uno de ellos oscila entre 125 y 170 g en el varén adulto, y entre 115 y

155 g en la mujer (Madsen y Tisher, 2000).

Es el encargado de remover del cuerpo muchos de los productos
terminales del metabolismo de las células, tales como urea, acido Urico,
creatinina, etc. Por otro lado tiene la capacidad de regular la presién
sanguinea y de retener sustancias que son esenciales para la supervivencia
de los individuos como agua, azucares, proteinas, aminodacidos y electrolitos

(sodio, potasio y cloro) (Heinz, 1983).

Cada rifidén tiene dos caras, anterior y posterior, un borde convexo y
uno interno coéncavo. El borde interno presenta una hendidura, llamada hilio,
por la que pasan el seno renal de la pelvis renal, la arteria y la vena renal,
los vasos linfaticos y un plexo nervioso. El érgano esta rodeado por una
capsula fibrosa resistente, que es lisa y facil de retirar en condiciones

normales (Madsen y Tisher, 2000).

Después de cortar un rifidn longitudinalmente, para obtener dos
mitades del mismo espesor, se observa que el parénquima estd compuesto
por una corteza y una médula (Esquema 1). La corteza presenta un aspecto
rojo oscuro, granulado. Rodea por completo la médula y envia
prolongaciones, las columnas renales, a través de toda la profundidad de la
médula. La médula tiene casi el doble de espesor de la corteza y se
compone de estructuras mas claras, las pirdmides renales o de Malpighi,
separadas por columnas renales (Esquema 1). Las bases de las piramides
estan orientadas hacia la corteza, mientras que las papilas renales se ubican

cada una en un cdliz menor, con forma de embudo, la cantidad de pirdmides



suele ser de 8 y las papilas muestran de 10 a 25 pequefios orificios que

corresponden a los conductos de Bellini (Geneser, 2000).

Esquema 1. Diagrama de un rifidn diseccionado longitudinalmente.

Estructuras anatémicas principales.

En el ser humano, al igual que en la mayoria de los mamiferos, cada
rindn estd irrigado habitualmente por una Unica arteria renal, aunque es
frecuente la presencia de uno o mas vasos accesorios (Madsen y Tisher,

2000).

1.1 Nefrona

Conocida como la unidad funcional del rindn. Los componentes
esenciales de la nefrona son el corpusculo renal o de Malpighi (el glomérulo
y la capsula de Bowman), el tubulo proximal, las ramas delgadas, el tubulo

distal y segmento o tubulo conector.



En el rindn se pueden identificar dos poblaciones fundamentales de
nefronas, las que poseen un asa de Henle corta y las que tienen un asa
larga. El asa de Henle estd compuesta por la porcidn recta del tubulo
proximal, los segmentos de la rama delgada y la porcidn recta del tubulo

distal (rama gruesa ascendente).

La médula renal puede dividirse en una zona interna y otra externa. La
zona externa a su vez puede dividirse en una banda interna y otra externa.
La médula interna contiene las ramas delgadas descendente y ascendente y
los tubos colectores grandes, incluido los conductos de Bellini. En la banda
interna de la médula externa estan las ramas delgadas descendentes y
gruesas ascendentes, ademas de los tubos colectores. La banda externa de
la médula externa alberga los segmentos terminales de la porcién recta del

tubulo proximal, las ramas gruesas ascendentes y los tubos colectores.

La divisién del rindbn en sus zonas cortical y medular, asi como la
subdivision posterior de la médula en sus zonas interna y externa, sirven
para relacionar la estructura renal con la capacidad que posee un animal de
producir una orina a maxima concentracién. La capacidad de un animal de
concentrar al maximo la orina deberia ser directamente proporcional a la

longitud relativa de su médula renal (Madsen y Tisher, 2000).

1.2 SISTEMA TUBULAR DE LA NEFRONA
1.2.1 TUBULO PROXIMAL

El tubulo proximal tiene un largo de aproximadamente 8 mm en el
rindn de rata y de 14 mm en el humano (Nyengaard y Bendtsen, 1992).

Se han distinguido dos porciones tubulares: la inicial o tubulo
contorneado proximal y la parte recta o segmento grueso de la rama

descendente del asa de Henle (Rhodin, 1971).



1.2.1.1 TUBULO CONTORNEADO PROXIMAL

Las células epiteliales que constituyen el tubulo contorneado proximal
tienen una forma compleja. Su superficie luminar tiene dos caracteristicas
fundamentales: gran riqueza de microvellosidades y un sistema de tubulos
apicales.

Las microvellosidades estan constituidas por proyecciones cilindricas
de la membrana celular de la superficie luminal, se disponen de modo
seriado, en paralelo y en su interior se distingue de 4 a 7 filamentos
longitudinales que con frecuencia se distinguen en la regién apical del
citoplasma celular. Esta modificaciéon de la membrana celular forma el borde
de cepillo observable con microscopia déptica y se calcula que incrementa la
superficie luminal 40 veces, aumentando con ello la capacidad de
reabsorcion tubular (Welling y Welling, 1975). Es en esta seccion de la
nefrona donde se lleva a cabo la reabsorcién de la mayoria de las moléculas
indispensables para el organismo (glucosa, aminoacidos, agua, proteinas de
bajo peso molecular, iones como Na* , ClI", K* , Ca’* , etc.) (Meinz, 1983;

Brenner, 2000).

Por otro lado, la reabsorcion de metabolitos de bajo peso molecular
esta acoplado al transporte activo del sodio por parte de las ATPasas de Na™
/ K™y ATPasa de Na* las cuales se encuentran en la parte basolateral de las
células (Staehelin, 1974).

Una funcion importante del tubulo contorneado proximal y en menor
grado de la parte recta, es la reabsorcién y degradacion de diversas
macromoléculas incluyendo la albumina y proteinas plasmaticas de bajo
peso molecular del filtrado glomerular, ademdas se ha comprobado que la
absorcién de proteinas por el tubulo proximal es un proceso selectivo
determinado por la carga neta de la proteina y posiblemente por la
existencia de sitios de endocitosis preferentes para ciertas proteinas
(Christensen et al., 1983; Sumpio y Macck, 1982).



1.2.1.2 TUBULO PROXIMAL RECTO

La parte recta es el segmento grueso de la rama descendente del asa
de Henle. El epitelio tubular de la parte recta es cubico, la cantidad y altura
de microvellosidades disminuye (Tisher et al., 1966). Esta parte es casi

impermeable al agua, pero en ella se reabsorbe NaCl y otros. (Finn, 2000).

1.2.2 SEGMENTO DELGADO DEL ASA DE HENLE

Es de longitud variable, desde practicamente inexistente hasta 10 mm
de longitud. Su didmetro es de 15 um y representa el segmento mas
estrecho de la nefrona. Este segmento estd tapizado por células aplanadas
morfoldgicamente semejantes a las endoteliales, lo que condiciona una luz
amplia a pesar del escaso didmetro total del segmento. Esta parte es muy

permeable al agua y no hay reabsorcidon de iones Na* (Tisher et al., 1966).

1.2.3 TUBULO DISTAL

Se distinguen tres partes en el tubulo distal: el segmento grueso de la
rama ascendente del asa de Henle (parte recta), la macula densa y el tubulo
contorneado. En total mide unos 14-16 mm, y su didmetro oscila entre 20 y

50 mm.

Desde el punto de vista ultraestructural existe una transicién brusca
entre el segmento delgado del asa de Henle y la parte contorneada del
tubulo distal. Las superficies laterales son rectas, y la membrana celular
basal forma multiples repliegues de gran longitud semejantes a los del
tubulo proximal. El tubulo distal es casi impermeable al agua por la carencia
de canales de agua, mientras que hay reabsorcidn de NaCl y de iones

(Madsen y Tisher, 2000).

2. Insuficiencia Renal Aguda (IRA)
La IRA se caracteriza frecuentemente por la oliguria, ya que se
produce una rapida disminucion de la filtracion glomerular y por consiguiente

la acumulacion de productos finales del metabolismo, como por ejemplo la
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urea y la creatinina. La IRA generalmente es asintomatica y se diagnostica
en individuos al realizarles un perfil bioquimico, detectdandose un incremento
en los niveles de creatinina y nitrégeno de urea en el plasma (BUN)

(Danovitch et al., 1979).

La IRA se clasifica en tres categorias dependiendo de su origen:

1. IRA prerenal. También conocida como azotemia prerenal y es una
enfermedad caracterizada por una hipoperfusion renal en la cual la
integridad del tejido renal es preservada. La filtracion glomerular es
corregida rapidamente una vez restaurada la perfusién renal y la
presion de ultrafiltracion.

2. IRA intrinseca. También conocida como azotemia intrinseca y es una

enfermedad donde se ve comprometido el tejido renal. Desde el punto
de vista clinico-patoldgico se clasifica en:
Enfermedades que involucran vasos renales grandes, enfermedades de
la microvasculatura y el glomérulo, necrosis tubular agua (NTA)
isquémica y nefrotdxica y otros procesos que involucran al intersticio
(Tabla 1).

3. IRA postrenal. También conocida como azotemia postrenal, es una
enfermedad asociada con una obstruccion aguda del flujo urinario
entre la uretra y el cuello de la vejiga o una obstruccion bilateral de los

uréteres.



Tabla 1. Causas frecuentes de IRA intrinseca.

Enfermedades
de:

Causas:

Vasos renales

Microvasculatura

y glomérulo

Tubulos renales

(NTA)

Tubulo

intersticio

Arterial renales: trombosis, ateroembolismo, diseccidn,
vasculitis.

Inflamacion: glomerulonefritis aguda, vasculitis, radiacién.
Vasos renales: hipertension maligna, toxemia en el
embarazo, hypercalcemia, fadrmacos, radiocontrastes.
Hematoldgicas: sindrome urémico hemolitico,
trombocitopenia purpura, coagulacion intravascular
diseminada.

Isquemia por hipoperfusion

Toxinas exodgenas: antibidticos, venenos, radiocontrastes,
anticancerigenos.

Toxinas enddgenas: mioglobina, hemoglobina, acido urico.
Nefritis intersticial alérgica: antibidticos, anti- inflamatorios
no esteroideos.

Infecciones: viral, bacteriana, fungica.

Infiltracion: linfoma, leucemia, sarcoma.

La IRA se divide en tres fases:

a. Fase de iniciacién u oliglrica: Periodo donde el dafio al parénquima

renal e

“oliguri

mpieza a evolucionar y puede durar horas o dias. El término

ca” hace referencia a la disminucidon del volumen en la

miccion (<400 mL/dia), aumento de (BUN) y creatinina en suero

(CS). Ademas se presenta acidosis metabdlica, por la disminucion

en la excrecion de los productos finales de los acidos. Edema por

retencion de liquidos e hiperpotasemia debido a la disminucidn de la

excreci

b. Fase d

on de K*.

e mantenimiento o politrica: El dafo al parénquima renal

esta ya establecido, en este periodo hay aumento del volumen en la
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miccién (>2 L/dia), debido a la recuperacion de las nefronas. A
pesar de la diuresis, el rifidn aln no es capaz de excretar los
productos de desecho, por lo que se produce uremia, es decir
sindrome debido a un exceso de sustancias nitrogenadas en la

sangre.

c. Fase de recuperacidon: Se recobra la funcién renal a través de
procesos de reparacion y regeneracion del tejido renal, se concentra
y diluye la orina nuevamente 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 disminucién residual de la

funcion renal.

La IRA intrinseca ocasionada por nefrotoxicos es frecuentemente
lamada NTA, esta se caracteriza por la generacion de una serie de
alteraciones estructurales y moleculares de las células tubulares, como la
aparicion de especies reactivas de oxigeno (Baud y Ardaillou,1993; Rovin et el.,
1990), disminucién o desaparicion de los procesos de absorcidén y excrecién,

2* citosdlico, descenso en los niveles de ATP y ADP,

incremento de Ca
acidosis intracelular y abultamiento de las células epiteliales, que junto con
restos necréticos de estas células, contribuyen a la obstruccién tubular

(Brenner, 2000; Sanchez, 1993).

3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERQO) y las defensas antioxidantes (Betteridge, 2000).
Ante tal situacién se genera un deterioro en las macromoléculas por el
rompimiento o la modificacion de su estructura, estas especies reactivas
pueden causar un dafio celular por peroxidacién de lipidos, inactivacion de

enzimas con grupos sulfhidrilo, entrecruzamiento y oxidacién de proteinas, y



alteraciéon del ADN (Rhun et al., 1998), produciendo una alteracién en la

funcion celular o incluso la muerte.

El oxigeno molecular (0O2) o dioxigeno es uno de los gases mas
importantes de la tierra: constituye el 21% de la atmdsfera, 89% del agua

de mar y al menos el 47% de la corteza terrestre.

El oxigeno molecular es indispensable para la vida de los organismos
aerobios pues es el Ultimo aceptor de los electrones en la cadena
respiratoria, proceso indispensable en la produccion de ATP. El sistema
enzimatico de la citocromo oxidasa mitocondrial reduce de manera
tetravalente al oxigeno en agua (Eberhardt, 2001). A altas concentraciones o
bajo ciertas condiciones el oxigeno llega a ser toxico. La toxicidad del
oxigeno se puede explicar por la formacién de las ERO dentro de las cuales
estan los radicales libres. Estas especies son mas reactivas que el oxigeno

en su estado basal de triplete (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005).

3.1 Produccion de especies reactivas

Un radical libre (RL) es una especie quimica, ya sea atdmica o
molecular, capaz de existir independientemente, posee uno o mas electrones
desapareados que ocupan por si mismos un orbital molecular o atémico. Los
RL se forman por la ganancia o la pérdida de un electréon de un no radical o

por la ruptura homolitica de una molécula.

Es importante mencionar que los RL existen como derivados de
muchos elementos o moléculas quimicas. Los mdas importantes desde el
punto de vista bioldgico son los derivados del oxigeno y del nitrogeno
principalmente, aunque también destacan los derivados de hidrégeno y del
carbono, asi como los formados por metales de transicion como el hierro y el

cobre, entre otros.



Una vez que se forma un radical pueden reaccionar con otro radical o
con otra molécula por varias interacciones. La velocidad y la selectividad se
lleva a cabo esta reaccidon, depende de la concentracion del radical, de la
deslocalizacién del electrén y de la ausencia de enlaces débiles con otras

moléculas presentes junto al radical que pueden interaccionar.

Por otro lado, una especie reactiva es aquella que tiene la energia
suficiente para reaccionar con otras moléculas y ceder parcial o totalmente
parte de esa energia. A continuacién se describen las especies reactivas y
radicales libres de mayor importancia a nivel biolégico (Cirdenas-Rodriguez y

Pedraza-Chaverri, 2005; Aruoma, 1996).

3.1.1 Anion superodxido (027)

Es un RL producido por un gran nimero de sistemas enzimaticos como
la xantina oxidasa (XO), la NADPH oxidasa (Yap et al., 2007), también se
produce el oOxido nitrico sintasa, la lipooxigenasa, la P4sp oxidasa y el
citocromo b5; a través de la salida de la cadena respiratoria; por reacciones
de autooxidacién y por vias no enzimaticas en diversos sitios celulares
debido a la reducciéon incompleta del oxigeno molecular cuando se adiciona
un electréon (Schnackenberg, 2002). El O,* juega un papel central como un
intermediario de las especies reactivas que son formadas
subsecuentemente, debido a que puede oxidar al acido ascérbico, reducir a
los complejos de hierro tal como la citocromo c y el &cido férrico-
etilendiamino-tetradcetico (Fe®**), dando como resultado la formacién de
otras especies reactivas como el H,O, (Arouma, 1996; Diplock et al., 1998;

Xiong et al., 2007).

3.1.2 Peroxido de hidrogeno (H.0>)

Es una especie oxidante formada in vivo cuando el O,* reacciona con
otra molécula de 0,* , a pH neutro. Esta reaccidn puede ser acelerada
cataliticamente por la superdxido dismutasa (SOD) (Yap et al., 2007). El H,0,

a bajos niveles es poco reactivo, sin embargo a niveles altos puede atacar a
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varios sistemas de producciéon de energia debido a su gran facilidad de
difusién entre las células, por ejemplo, desacopla la glicdlisis al inhibir a la

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

El H,O, puede también formar ‘OH en presencia de metales de
transicion y el O,* puede facilitar la reaccidon. El H,O, es eficientemente
convertido a agua por diferentes peroxidasas (CAT, GPx, etc.), proceso que
es el que determina el tiempo de vida media de éste (Diplock et al., 1998;
Arouma, 1996).

3.1.3 Radical hidroxilo ("OH)

Es un RL con mayor reactividad que los demds RL de oxigeno y
nitrégeno, tiene una vida media estimada de 10°° s (Arouma, 1996), se forma
in vivo por altas irradiaciones de energia (rayos X), por rompimiento
homolitico del agua o en forma enddgena partiendo del H,02 y un metal que
cataliza la reaccion Fenton (M'bemba et al., 2007). La alta reactividad de este
radical implica inmediatamente su reaccién con cualquier molécula, en el

lugar en donde es formado (Arouma., 1996; Diplock et al., 1998).

3.1.4 Singulete de oxigeno (10,)

Esta especie quimica no posee electrones desapareados; se forma por
la inversion en el espin (invierte su rotacién de giro) de uno de sus
electrones en los orbitales moleculares externos, al recibir una cierta
cantidad de energia. De los dos tipo de 'O, (forma A0,y '£0,), el singulete
de oxigeno delta (*AO,, 22.4 kcal/mol) tiene mayor importancia bioldgica
que el singulete en forma sigma (*£0,, 37.5 kcal/mol) (Cirdenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2005; Aruoma, 1996). En sistemas bioldgicos es producido
por una gama de reacciones quimicas, dentro de las que se encuentran la
reaccion entre el acido hipocloroso y el perdxido de hidrogeno; reacciones
catalizadas por enzimas como la mieloperoxidasa y la lactoperoxidasa, y por
exposicion de los tejidos a la luz. El tiempo vida media total del 0, es de 10°

® s dependiendo de la matriz que se encuentre a su alrededor (Aruoma,
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1996), por lo que puede interaccionar con otras moléculas transfiriendo esta

energia excitatoria o por combinacién quimica.

Los blancos preferenciales del 0, para reaccionar quimicamente son
compuestos con dobles ligaduras, acidos grasos poliinsaturados o bases de

DNA como la guanina (Diplock et al., 1998).

3.1.5 Peroxinitrito (ONOO")

Se puede producir in vivo por la interaccién del O,*"y del éxido nitrico
(NO®). Es un potente oxidante que induce la nitracién de la tirosina,
lipoperoxidacion y citotoxicidad (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri,
2005). El anion peroxinitrito participa fisioldgicamente como defensa en
contra de la invasidn de microorganismos, aunque una sobreproduccién de
esta especie puede provocar muerte celular y destruccién del tejido (Zou et
al., 2002).

Ademas, los productos de descomposicién del ONOO~ son radicales
libres. Estos productos son formados por dos mecanismos. El primer
mecanismo implica la protonacion del ONOO~ para formar al acido
peroxinitroso (ONOOH), el cual experimenta una descomposicién homolitica
y genera al radical didxido de nitrégeno (*NO.) que es altamente reactivo y
al *OH. El segundo mecanismo es la reaccidon entre el ONOO™ y el didxido de
carbono (CO;) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO, ), el cual se
puede descomponer y dar origen al *NO, y al radical carbonato (COs* )

(Xiong et al., 2007; Pacher et al., 2007).

Los radicales derivados del ONOO™ (*NO,, *OH y COs* ) pueden iniciar
la lipoperoxidacion celular por el ataque a &cidos grasos insaturados o
causar reacciones de carbonilacién en proteinas, por la susceptibilidad de
sus aminoacidos. Los tioles pueden ser oxidados también por estos radicales
formados, generando radicales til (RSe) y radicales tiil (RSHe) que pueden

reaccionar con el oxigeno y promover el estrés oxidativo a través de la
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propagacion de reacciones de radicales libres, o reaccionar con *NO y formar

nitrosotioles (Xiong et al., 2007; Pacher et al., 2007).

3.2 Antioxidantes en los sistemas biologicos
Las células poseen sistemas defensivos que les permiten controlar la
concentracion de las ERO. Estos sistemas son de dos tipos: sistemas

antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos.

3.2.1 Sistemas Antioxidantes No Enzimaticos
Los antioxidantes no enzimaticos se conocen como aquellos
compuestos que poseen la capacidad de interaccionar directamente con las

especies reactivas de oxigeno, los mas comunes son:

a. o-tocoferol: Mejor conocido como vitamina E y es considerado
como el antioxidante mas distribuido en los seres vivos, se encuentra en las
membranas bioldgicas por su propiedad hidrofébica y tiene la capacidad de
interrumpir la lipoperoxidacién en su fase de propagacion reaccionando con
los radicales lipoperoxilos y los alcoxilos (Halliwell y Gutteridge, 2001; Burton

et al., 1982; Ross y Moldeus, 1991).

La interaccidn con lipoperdxidos genera un radical o-tocoferilo
(a-Toc® ) el cual es reciclado a a-tocoferol (a-TocH ) al interaccionar con el
acido ascérbico. El a-tocoferol tiene la capacidad de interaccionar con el
singulete de oxigeno y en menor grado con el radical superdxido, por lo que
se piensa que puede proteger a las membranas de la acciéon oxidativa de
estas EROs (Halliwell y Gutteridge, 2001).

b. Acido Ascérbico: Conocido como vitamina C, es un compuesto
hidrosoluble que se localiza en el citosol de las células y en fluidos
extracelulares, se caracteriza por la capacidad que tiene de aceptar
electrones, puede reaccionar directamente con el aniéon superdxido y el
radical hidroxil (Sauer et al., 2001; Frei et al., 1990), dando como resultado la

formacién del radical ascorbilo, el cual es reciclado a acido ascérbico por
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medio del sistema tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (Buettner, 1993; May et

al., 1998).

Cc. B - caroteno: Mejor conocido como Vitamina A. Es un compuesto
liposoluble el cual se encuentra en las membranas lipidicas. Su funcién
antioxidante consiste en impedir la lipoperoxidacion el reaccionar
principalmente con el O, - (Krinsky y Deneke, 1982) y el radical hidroxilo
generando al radical carotenilo (Car® ), el cual, puede ser reciclado al
interaccionar con el acido ascérbico y/o a — tocoferol (Halliwell y Gutteridge,

2001).

d. Glutation: El glutatién reducido es considerado como un compuesto
antioxidante ya que protege los grupos —SH de las proteinas de la accién
oxidante de los radicales libres, tiene la capacidad de reaccionar con una
amplia gama de compuestos electrofilicos y oxidantes tales como H,0,, O;° -
, OH". El glutatién reducido neutraliza a los radicales libres al transferirles un
atomo de hidrdégeno (Halliwell y Gutteridge,2001; Hamdi et al.,1998). Participa
en el transporte de aminodcidos y es sustrato de la glutation peroxidasa y de
glutatidon S transferasa durante la detoxificacion de perdxidos organicos y en

el metabolismo de xenobidticos.

e. Acido Urico: Es un producto final del metabolismo de las purinas en
humanos, pero también se le conocen propiedades antioxidantes, aunque se
desconoce el proceso mediante el cual ejerce su accidn protectora. Algunos
reportes sugieren que el acido urico forma complejos con metales de
transicién tales como el hierro y el cobre cuando interacciona con el

ascorbato (Davies et al., 1986; Sevanian et al., 1985).

3.2.2 Sistemas Antioxidantes Enzimaticos
Existen varias enzimas destinadas a convertir al anién superdxido y al
peroxido de hidrogeno en moléculas inocuas, antes de que estas generen

moléculas mds reactivas que son capaces de reaccionar y dafar las
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estructuras celulares. Las enzimas antioxidantes que ayudan a evitar esto

son.

i. Superoxido dismutasa (SOD): Metaloenzima que lleva a cabo la
reaccion de dismutaciéon del anidn superdéxido a oxigeno y perdxido de
hidrogeno. La SOD es pH independiente, tiene alta afinidad por su sustrato y
es resistente al calor o a compuestos desnaturalizantes como la urea. En los
mamiferos podemos encontrar tres isoformas, las cuales se sintetizan en los
ribosomas citoplasmaticos (Weisiger y Fridovich, 1973). Dos de estas
isoformas poseen en su sitio activo Cu y Zn; una de estas isoformas Cu/Zn
SOD es un homodimero de 32 kDa, se localiza en el citosol, el nlicleo y en
menor cantidad en el espacio intermembranal de la mitocondria (Marklund,
1982; Oury et al., 1996). Su mecanismo catalitico se basa en el ciclo redox

del catidon cobre (Murphy et al., 1997; Banci et al., 1998) (Reaccidénes 1y 2).

[ ]
U’ +0, - —» Cu™ + O, (Reaccién 1)
[ ]
Cu*+0, - + 2H——»Cu®*" + H,0, (Reaccién 2)
La otra isoforma de Cu y Zn en un homotetramero de 135 kDa, se

localiza extracelularmente en los fluidos como el plasma y el liquido sinovial

(Marklund, 1982; Oury et al., 1996).

La tercera isoforma tiene en su sitio activo Mn-SOD, es
homotetramérica de 80 kDa, localizada en la matriz mitocondrial (Weisiger y
Fridovich, 1973). Su mecanismo catalitico se basa en el ciclo redox del catidon

manganeso (Fridovich, 1998; Hsieh et al., 1998) (Reacciones 3 y 4).

[ ]
MR +0, - ——» MN*" + O, (Reaccion 3)

Mn2* + 0, - + 2H — Mn** + H,0, (Reaccién 4)

La SOD no es propiamente una enzima destoxificante, por que el
producto de su actividad es el H,0O; el cual causa dano celular, pero esto es

solo el primer paso de la cascada enzimatica para la inactivacion de las ERO.
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Se ha sugerido que la funcion de la enzima superdxido dismutasa es la de
evitar la formacién del singulete de oxigeno (Corey et al., 1987), mientras que
otros autores indican que la actividad de esta enzima estd encaminada a
impedir la inhibicién de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa por parte

del anién superdéxido (Blum y Fridovich, 1985).

ii. Catalasa (CAT): Hemoproteina tetramérica que cataliza la
descomposicion del H,0O, en agua y oxigeno molecular (Cheng et al., 1981), se
localiza principalmente en los peroxisomas, pero también en el citoplasma y
las mitocondrias (Aebi, 1982). Su papel antioxidante consiste en disminuir la
formacidon del radical hidroxilo por la interaccidon del perdoxido de hidrégeno
con metales de transicidn via reaccion de Fenton (Fridovich, 1999; Halliwell,
1999), cuando hay altas concentraciones del perdéxido la enzima es mas
eficiente. Su mecanismo catalitico consiste en dos fases: en la primera se
lleva a cabo el rompimiento de una molécula de perdxido de hidrogeno
generandose en el grupo hemo la especie oxiferrilo con la formacion de una
molécula de agua (Reaccién 5); la segunda fase se caracteriza por la
reaccion de la especie oxoferrilo con otra molécula de peroxido de hidrogeno

(Reaccidon 6) (Putnam et al., 2000).

H,0, + Fe’* —» Fe** =0 + H,0 (Reaccidn 5)

Fe"" =0 + H,0,— Fe** + 0, + H,0 (Reaccion 6)

iii. Glutation peroxidasa (GPx): Proteina tetramérica que cataliza la
reduccién del H,O, y de hidroperdoxidos protegiendo a los compuestos
celulares del dano que pudieran generar estos compuestos oxidantes
(Reaccidon 7). Se han identificado cuatro isoformas que requieren de la
presencia de glutation reducido para poder llevar a cabo su funcion
catalitica: la citosélica, la plasmatica, la gastrointestinal y la de fosfolipidos
(Yu, 1994).
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La citosdlica (cGPx) tiene actividad antioxidante en casos de
incremento de H,O, y de hidroperdxidos de fosfolipidos y colesterol (Burk,
1991).

La plasmatica (pGPx) se sintetiza principalmente en los tubulos
proximales del riidn (Avissar et al., 1994a; b; Yoshimura et al., 1991) y se
considera un marcador del dafo al tubulo proximal, su actividad plasmatica

disminuye durante la necrosis tubular.

La gastrointestinal (giGPx) tiene alta afinidad por hidroperéxidos
organicos (Chu et al., 1993), por lo que se piensa que su funcién metabdlica

consiste en proteger al organismo de estos (Brigelius-Flohe et al., 1994).

La de fosfolipidos (plGPx) tiene una menor afinidad por el glutatién
reducido, su mecanismo catalitico requiere de la presencia de dos moléculas
de glutation para poder reducir una molécula del hidroperéxido (Ren et al.,
1997).

GPx
H,O, + 2GSH —— GSSG + H;0 (Reaccion 7)

iv. Glutation Reductasa: Enzima que cataliza la conversiéon de
glutation oxidado (GSSG) a glutatidon reducido (GSH) y requiere de NADPH
(Reacciéon 8 y 9).

GSSG + GR-(SH); —— 2GSH + GR-S, (Reaccidn 8)
GR-S, + NADPH + H* —— GR-(SH), + NADP* (Reaccién 9)

GR-(SH), es la forma reducida (ditiol) y GR-S, es la forma oxidada
(disulfuro) de la glutatién reductasa. Esta enzima es esencial para el ciclo
redox del GSH que mantiene los niveles adecuados de glutation reducido

(Harris, 1992).
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II. Antecedentes
1. Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un antineopldsico indicado en el tratamiento de
diversas neoplasias, también se utiliza para tratar la enfermedad de
Hodgkin, micosis fungoides, sindrome nefrético, lupus eritematoso, artritis
reumatoide grave y vasculitis reumatoide. Forma parte del régimen de

acondicionamiento para el trasplante de médula ésea.

Es un pro-farmaco 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. La ciclofosfamida interfiere en la funcién
normal del ADN por alquilacién, impidiendo la divisién celular mediante la
formacidn de enlaces cruzados entre las cadenas de ADN, lo cual
desequilibra el crecimiento intracelular y da por resultado la muerte celular,
cruza la placenta y es encontrado en la leche materna. También se une a

proteinas y sus metabolitos

Los metabolitos producidos son eliminados por via renal. Con objeto de
minimizar la exposicion 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. Es importante que la hidratacién sea adecuada y
abundante, asi como favorecer la miccion frecuente para facilitar la
eliminaciéon de acido Urico y evitar la cistitis hemorragica. Sin embargo es
frecuente que se presenten efectos tdxicos graves como la insuficiencia renal

aguda.
La ciclofosfamida puede producir pérdida de apetito, caida del cabello,

erupciones en la piel, nduseas, vomito, dolor abdominal e inflamacién de la

vejiga causando hemorragia. La toxicidad hematoldégica es la principal
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reacciéon adversa de la ciclofosfamida, se manifiesta como pancitopenia con

leucopenia, neutropenia, anemia y/o trombocitopenia.

Se llega a recomendar el empleo de anticonceptivos en personas en
edad reproductora mientras se esta administrando la ciclofosfamida vy
durante cuatro meses después, por la capacidad carcindégena y teratdégena

que llega a tener.

2. Mangostan
2.1 Caracteristicas morfolégicas

El mangostéan (Garcinia mangostana Linn) es un miembro de la familia
Clusiaceae y es un arbol tropical de lento crecimiento que alcanza una altura
de 6 a 25 m. Este arbol tiene frutos redondos con didametro entre 6 y 7 cm
de un color purpura oscuro a rojizo, con cascara (pericarpio) de 7 mm de
espesor (Esquema 2). La porcidn comestible es blanca, suave, jugosa y con
un sabor ligeramente acido y dulce, tiene un agradable aroma y estd
dividida en varios segmentos (de cinco a ocho) (Jung et al., 2006; Marcason,
2006).

Esquema 2. a) Rama del arbol del mangostan y b) Fruto del mangostan.

Este arbol se distribuye predominantemente en Indonesia, Malasia, Sri
Lanka, Myanmar, Filipinas y Tailandia. Los habitantes de estas areas han

utilizado el pericarpio del fruto de mangostdan como parte de su medicina

-19-



tradicional para tratar heridas e infecciones de la piel (Mahabusarakam, 1987;
Pierce Salguero, 2003), |la disenteria amebiana (Garnet y Sturton, 1932; Chopra
et al., 1956; Sen et al., 1980), €l colera, infecciones bacterianas (Moongkarndi
et al., 2004), inflamacion crénica y diarrea (Balasubramanian y Rajagopalan,

1988).

Ademas se ha informado en diversas publicaciones que el mangostan

presenta un amplio espectro de efectos bioldgicos:

(a) antibacteriano: inhibe el crecimiento de Propionibacterium acnes y
Staphylococcus epidermidis implicadas en el desarrollo de acné
(Chomnawang et al.,, 2005; Ee et al., 2006), Staphylococcus aureus y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Linuma et al., 1996),
Mycobacterium tuberculosis (Suksamrarn et al., 2003).

(b) fungicida: inhibe el crecimiento de Oxysporum vasinfectum, Alternaria
tenuis y Dreschlera oryzae (Gopalakrishnan et al., 1997).

(c) antimalarico: inhibe a Plasmodium falciparum (Riscoe et al., 2005),
Plasmodium berghei (Fotie, et al. 2003).

(d) antitumoral: disminuye la proliferacion de células de cancer de colon
DLD-1 (Matsumoto et al., 2005).

(e) muestra actividad antiproliferativa contra lineas celulares SKBR3 de
adenocarcinoma de humano de mama.

(f) antileucémico en lineas celulares Humanas HL60 (Matsumoto et al., 2003).

(g) anti-ulceroso (Moongkarndi et al., 2004).

(h) actia como quelante de metales (Pinto et al., 2005).

(i) antiinflamatorio (Pinto et al., 2005).

(j) anti-trombdtico (Lin et al., 1996).

(k) es bloqueador de receptores de histamina y serotonina (Woo et al., 2007).

() presenta propiedades antioxidantes (Williams et al., 1995; Mahabusarakam

et al., 2000).
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2.2 Composiciéon quimica

El mangostan contiene una variedad de metabolitos secundarios, entre
los que se encuentran xantonas preniladas y oxigenadas (Gopalakrishnan et
al., 1980; Peres et al., 2000), antocianinas glicosiladas, benzofenonas
glicosiladas y derivados (Jinsart et al., 1992; Huang et al., 2001), peptinas,
taninos, resinas y latex (Garrity et al., 2004) los cuales se han aislado
principalmente del pericarpio y en menor cantidad de la fruta completa, del
tronco del arbol y de las hojas. Ademas en la semilla del mangostan se
acumulan niveles significativos de acidos grasos saturados, especificamente
el 46% en peso corresponde a estearatos y el 8% a palmitatos (Hawkins y
Kridl, 1998).

En las plantas las xantonas se derivan biosintéticamente de la
combinacion de la ruta del acetato-malonato y sikimato (Jinsart et al., 1992)
y constituyen los productos mas estudiados del metabolismo secundario en

el mangostan.

Dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes dentro del anillo
xanténico se subdividen en 5 grupos: xantonas oxigenadas simples,
glicdsidos de xantonas, xantonas preniladas y sus derivados,

xantonolignoides y xantonas misceldneas (Pinto et al., 2005).

Esquema 3. Estructuras del anillo base del nlcleo xanténico, presenta dos grupos

bencenos unido por una gama pirona, presentando sistemas conjugados, con una

configuracion plana y sin movimiento.
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Todas las xantonas presentan un nlcleo base, conocido como 9H-
xanten-9-ona o dibenzo y pirona el cual es simétrico (Esquema 3) y esta
sustituido en diferentes posiciones dando lugar a una gran variedad de
estructuras quimicas (Esquema 4). Las xantonas aisladas del mangostan que
mas se han estudiado desde el punto de vista bioldgico son: la y mangostina,
la B mangostina y la a -mangostina (Vieira y Kijjoa, 2005; Pinto et al., 2005;

Jiang et al., 2003) (Esquema 4).

- _/ ) OH :< 70 OoH  —
o LM/ o l,_,,,,lh_k[,,ll,,_[, [ Vo L _,_u.h,# e
) NP 1 1 I
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Esquema 47 Ejemplos de algunas Xantonas que han sido aisladas deI pericarpio del
mangogkdtanina garcinona E 8-desoxigartanina

El mangostan ha sido usado como ingrediente en varias preparaciones
comerciales como capsulas, suplementos nutricionales vy bebidas
suplementadas. Algunos ejemplos de estos productos son: XanGo™,
Mangoxan y Vemma, los cuales pueden ser adquiridos via internet y en
tiendas naturistas (Lozoya, 1993).

2.3 XanGo™

El XanGo™ es un suplemento alimenticio, compuesto del puré de la
fruta entera de mangostan y una combinacion de otros jugos de fruta como
jugo de manzana, uva, pera, arandano, frambuesa, fresa, arandano agrio y

cereza. También contiene acido citrico, sabores naturales, pectina, goma
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xantana y benzoato de sodio. La informacion nutricional se presenta en la

Tabla 2 (Los datos se obtuvieron del envase primario del XanGo™ y de

Marcason, 2006).

Tabla 2. Informacién nutricional del XanGo™ (Cantidad por 30 mL).

Contenido energético 51 KJ 12 kcal
Proteina O0g

Grasas (Lipidos) 0g

Sodio 0 mg

Potasio 70 mg
Carbohidratos totales 39

Azlcares 29

Este producto se comercializa actualmente en diversos paises

mediante un sistema de comercializacion de redes de mercadeo (multinivel).

Diversos usuarios del producto han descrito algunos de los siguientes

beneficios: un sistema inmune en Optimas condiciones, disminucién de

alergias y de inflamacién, aunque también se ha postulado que puede tener

un papel preventivo en diversas enfermedades como el cancer. Estos

beneficios no han sido evaluados aun en ensayos clinicos, asi sus efectos en

humanos solamente se presentan como testimonio de personas que lo han

usado. No se ha asociado ningun efecto secundario adverso a la fruta, al

jugo, o a los extractos enteros del mangostan (Ji et al., 2007; Marcason,

2006).
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III. Justificacion

El estrés oxidativo esta presente en nuestra vida cotidiana, ya sea por
factores enddgenos o exdgenos, que favorecen la aparicion de EROs y por
consiguiente una oxidacién celular. A pesar de que en nuestro organismo
hay defensas antioxidantes naturales, no llegan a ser suficientes para poder
contrarrestar el dafio producido por agentes externos, por lo que es
deseable conocer productos naturales con actividad antioxidante para poder

ayudar a nuestro organismo a eliminar o disminuir el dafio ocasionado.

En este caso nuestro 6rgano de interés es el rifidn, el cudl realiza
funciones fisioldgicas y bioquimicas importantes para la homeostasis del
organismo. Se sabe que la administracidon del antineoplasico ciclofosfamida
puede producir IRA por efecto del estrés oxidativo producido. Este farmaco
es usado cada vez mas en la poblacién, por la presencia y aumento de las
enfermedades cancerigenas. A pesar de que la IRA es reversible tenemos
que tener en cuenta que esta reversibilidad ocurre cuando se suspende el
tratamiento, pero en estos casos el uso es continuo hasta producir una IRA

cronica, la cudl es irreversible.

También por eso es importante poder conocer antioxidantes de origen
natural, para poder ayudar a la defensa antioxidante de nuestro organismo
para contrarrestar el dafio oxidativo. En este trabajo se utiliza mangostan ya
que se tienen algunas evidencias acerca de su actividad antioxidante,
atrapando oxigeno singulete y anién superéxido. Al determinar su efecto
protector, podemos llegar a disefiar nuevas estrategias encaminadas a
disminuir la insuficiencia renal aguda intrinseca inducida por la

ciclofosfamida.
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IV. Hipoétesis

Se sabe que el mangostan cuenta con propiedades antioxidantes y que
la ciclofosfamida causa nefrotoxicidad con estrés oxidativo por tanto es
posible que la administracion de mangostan disminuya el dafio renal

ocasionado por la administracién de la ciclofosfamida en ratas macho Wistar.

V. Objetivo General
Investigar si el mangostan tiene un efecto protector ante el dafio renal

ocasionado por la administracién de ciclofosfamida en rata.

VI. Objetivos Particulares

1.- Establecer el modelo de IRA en ratas utilizando ciclofosfamida.

2.- Evaluar el efecto protector del mangostan en la nefrotoxicidad causada
por ciclofosfamida.

3.- Evaluar el estrés oxidativo generado durante la nefrotoxicidad con

ciclofosfamida en presencia o ausencia de mangostan.
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VII. Materiales y Métodos
1. Reactivos

Para las determinaciones del nitrogeno de urea y la creatinina se
emplearan estuches comerciales de la marca SPINREACT de LAB CENTER DE
MEXICO. El &cido tiobarbiturico, el tetrametoxipropano, el mesilato de
deferoxamina, el nitroazul de tetrazolio, el NADPH, el azul de tetrazolio
(BHT), la glutation reductasa, el glutatién reducido, la albumina sérica
bovina, el reactivo de Folin, el carbonato sddico, 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
sédico potasico, el perdéxido de hidrogeno, el sulfato de amonio y la sal
disddica 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.

2. Farmaco y antioxidante

La soluciéon de CF (HIDROFOSMIN®, de LABORATORIOS SANFER, S.A.
de C.V.) se prepard el mismo dia de su uso. Se pesoé la cantidad requerida
en cada protocolo y se disolvi6 en agua destilada hasta obtener una
concentracion final de 20 mg/mL. La dosis administrada de CF fue de 100
mg/kg. El mangostdn ( jugo XanGo™ ) se administré a una dosis de 3
mL/Kg.

3. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250 - 300 g de peso.
Se mantuvieron bajo condiciones estandar de temperatura a 24 + 1°C en
cajas metabodlicas (NALGE COMPANY) con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y
con libre acceso a alimento (RODENT LABORATORY CHOW) y agua.
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4. Diseio Experimental

Los protocolos estuvieron formados por grupos con 2-4 animales, los
cuales fueron pesados diariamente. Se colocaron en cajas metabdlicas para
la recoleccion de la orina de cada 24h y los animales se sacrificaron por
decapitacion, para obtener la sangre y los rifiones. Se midieron urea en
suero y creatinina en suero y orina. En rifidn se determinaron las actividades
de las enzimas CAT, SOD y GPx. Ademds se midid el nivel de

lipoperoxidacion mediante las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

a) Curso temporal de la IRA inducida por ciclofosfamida.
Grupos:

1.-Control

2.- Ciclofosfamida 50mg/Kg/24h por 5 dias

3.- Ciclofosfamida 75mg/Kg/24h por 5 dias

4.- Ciclofosfamida 100 mg/Kg/24h por 5 dias

La IRA fue inducida mediante la administracién 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
duracién fue de 5 dias. Al término del mismo, se sacrifico a los sujetos
experimentales por decapitacién y se recolectaron muestras de orina y de
sangre para las determinaciones de creatinina en suero (CS), depuracion de

creatinina (DC), nitrégeno de urea en sangre (BUN).

b) Efecto protector del Mangostan en la IRA
Grupos:
1.- Control - SSI = 3 mL/Kg/24h por 5 dias.
2.- Ciclofosfamida = 100mg/Kg/24h por 3 dias.
3.- Ciclofosfamida + Mangostan = 100mg/Kg+3mL/Kg/24h por 3 dias.
4.- Mangostan = 3 mL/Kg/24h por 5 dias.
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El mangostan se administré 48 h antes de la primera administracién
de la ciclofosfamida, la CF se administré en el tiempo 0 y el sacrificio de las
ratas se realizd 48 h después de la administracién de la ciclofosfamida.
Durante los dias que no se administro CF las ratas se trataron como a las
controles, es decir se les administro SSI. Los rifiones de los sujetos

experimentales fueron extraidos para su posterior estudio.

5. Muestras

5.1 Orina. La orina se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente en una centrifuga EBA20, HETTICH. Se hicieron
alicuotas de 1 mL en tubos de 1.5 mL y se congelaron a -20° C para su uso

posterior.

5.2 Suero. Al momento del sacrificio, la sangre de las ratas se colecté de
manera individual en tubos de vidrio, después de haber coagulado se separd
el coagulo. Se centrifugaron las muestras a 3,000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente, se hicieron alicuotas del suero colocando en tubos de

1.5 mL y se congelaron a -20° C hasta su uso.

5.3 Rifon. Los rifiones de cada una de las ratas fueron obtenidos y se

colocé en papel aluminio para guardarse inmediatamente a -20° C.

5.4 Homogenado. Se prepardé el homogenado de un corte transversal del
rindn en amortiguador de fosfatos 50mM, pH 7.4, triton 10%. Se utilizé6 una
dilucion de tejido: en amortiguador de 1:4 (p/v). Se empled un
homogenador tipo politrén Brinkman durante 10 seg. Los homogenados se
centrifugaron en una microcentrifuga Beckman a 15,300 rpm durante 1h a
4° C.

5.5 Cuantificacion de proteinas. Esta determinaciéon se realizé por el

método colorimétrico de Lowry y colaboradores (1951).
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6. Evaluacion del daiio renal

6.2 Funcion glomerular

6.2.1 Creatinina en suero. La creatinina es el resultado de la degradacién
de la creatina, componente de los musculos. Se elimina a través del rifdn.
En una insuficiencia renal progresiva hay una retencién en sangre de urea,
creatinina y acido Urico. Niveles altos de creatinina son indicativos de

patologia renal.

La creatinina presente en el suero se determind con un método
colorimétrico-cinético mediante la reaccion de Jaffé, basado en la generacién
de un complejo anaranjado al reaccionar la creatinina con el acido picrico en
solucidén alcalina. El producto formado absorbe a 492 nm y su absorbencia es
directamente proporcional a la concentracién de creatinina presente en la

muestra.

Antes de leer las muestras se ajusto la lectura a cero con un blanco de
agua, posteriormente se leyd el estandar de creatinina de 2 mg/dL a los
tiempos antes mencionados. En una celda se adicionaron 50 uL del suero y
500uL de la mezcla de reaccién (acido picrico 17.5mM e hidréxido de sodio
0.29M, 1:1), se leyo en el espectro a los 0, 30, 60 y 90 seg. La cantidad de
creatinina presente en las muestras se obtuvo calculando el cociente de las
diferencias de densidad éptica de la muestra (la lectura de 90 seg menos la
de 30 seg) entre el estandar por la concentracién del estandar. Se calcularon

los mg de creatinina/dL y los datos se normalizaron con respecto al control.

6.2.2 Depuracion de creatinina. La depuracion de creatinina se emplea
como marcador para poder evaluar la funcién renal, ya que es una manera
de medir la velocidad de filtracion glomerular (Pedraza-Chaverri et al.,
1999).
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Para esta medicidon fue necesario cuantificar la concentracién de
creatinina en orina y suero. Se calculé la depuracién de la creatinina usando
la siguiente formula:

Depuracién de creatinina = (UCREA * VU) / (PCREA*1440).

Donde UCREA se refiere a la concentracion de creatinina en la orina
expresada en mg/dL; VU se refiere al volumen urinario de 24 h expresado
en mL; PCREA es la concentraciéon de creatinina en el plasma sanguineo,
expresada en mg/dL y 1440 son los minutos que hay en las 24 h. La
depuracién de creatinina se calculé en mL/min y los datos se normalizaron

con respecto al control.

6.2.3 Nitrégeno de la urea en el suero sanguineo (BUN). La urea es el
resultado final del metabolismo de las proteinas. La concentracion de urea
en sangre, aumenta como consecuencia de dietas con exceso de proteinas,
enfermedades renales, insuficiencia cardiaca, hemorragias gastricas e

hipovolemia.

La concentracidn de la urea se determind por un método colorimétrico,
el cual se basa en la reaccién de la urea con el ortoftalaldehido en medio
acido, desarrollando un producto colorido que muestra un maximo de
absorbencia a 510 nm. Para poder llevar a cabo la medicidon de las muestras
se realizd un ajuste de la lectura a cero usando agua como blanco. En una
celda se adicionaron 5 uL del suero o estandar (50 mg/dL) y 500 uL de la
mezcla de reaccion (4:1), se leyd en el espectro a los 0, 30, 60 y 90 seg. La
cantidad de urea presente en las muestras se obtuvo calculando el cociente
de las diferencias de densidad éptica de la muestra (la lectura de 90 seg
menos la de 30 seg) entre las diferencias de densidad éptica del estandar
por la concentracién del estandar. La cantidad de nitrégeno de urea se
calculd dividiendo la concentracién de urea entre 2.14, ya que este factor
nos indica el nimero de atomos de nitrégeno en una molécula de urea.
Luego de calcular los resultados en mg/dL, se normalizaron con respecto al

grupo control.
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7. Actividad de enzimas antioxidantes en el rifidn.
7.1. Evaluacion del estrés oxidativo
7.1.1. Actividad de la catalasa (CAT).

Para llevar a cabo esta determinacion se utilizd el método de Aebi
(1982). En una celdilla de cuarzo se adicionaron 12.5 ul del homogenado
diluido 1:100 en amortiguador de fosfato 10 mM pH 7.0. Se mezclé con
362.5 ul de una mezcla de peroxido de hidrogeno 7 mM en amortiguador de
fosfato 10 mM pH 7.0. Se midid el cambio de absorbencia a 240 nm cada 15
seg durante 30 seg, ya que es el periodo en el que la descomposicién del
H,O, sigue una cinética de primer orden (Aebi, 1982). De acuerdo a Aebi, se
usd la constante de reaccion de primer orden (k) como la unidad de
actividad de la catalasa, la cual queda definida de acuerdo a la siguiente
férmula:

k = (1/t)(2.3 x logA1/(A2)) donde t= intervalo de tiempo medido, Al y A2
son las absorbencias del H;O, en los tiempos t; y t2. Finalmente los datos se

normalizaron con respecto al control.

7.1.2. Actividad de la glutation peroxidasa (GPx).

Se empled el método de Lawrence y Burk (1976). El homogenado se
diluyé 1:10 con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. De esta dilucién
de tomaron 50 ul y se mezclaron con 400 ul la solucién siguiente: 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 y glutatién reducido 1 mM. Se prepard un
blanco con la mezcla de reaccién la cual en lugar del homogenado se le
adiciona agua destilada. Después de 5 min de incubaciéon de la muestra con
el amortiguador a temperatura ambiente, se agregaron 500 ul de H;O, 0.25
mM a cada muestra e inmediatamente después se leyd la absorbencia a 340
nm cada minuto durante 3 min. Los datos se calcularon como U/mg de
proteina. Una unidad se define como los umoles de NADPH oxidado en un

minuto. Finalmente los datos se normalizaron con respecto al grupo control.
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7.1.3. Actividad de la enzima superoxido dismutasa total (SOD)

La actividad de esta enzima se determind por la reaccién del anién
superdoxido con el azul de nitrotetrazolio (NBT) (Oberley & Spitz, 1984).
Para ello se prepard una solucion de xantina oxidasa con una concentracion
de 168 U/L y una mezcla de reaccidon que contenia en concentracion final:
xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uyM, ASB 0.006% y carbonato
de sodio 49 mM. Se colocaron 2.45 mL de la mezcla de reacciéon en dos
tubos de ensayo que se mantuvieron a 27°C. Posteriormente se agregé 0.5
mL del homogenado renal diluido 1:100 con agua destilada, la reaccion se
inicid inmediatamente agregando 50 pL de la solucién de xantina oxidasa.
Se realizd un blanco para cada muestra con los mismos reactivos pero
sustituyendo la xantina oxidasa por agua. Simultdneamente se prepard un
blanco de comparacién 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. Los datos se calcularon como U de SOD/ mg de proteina. Donde 1U=
cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la reduccién del NBT.

Finalmente los datos se normalizaron con respecto al control.

7.2. Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

En este método se mide la cantidad de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBA), entre las cuales se encuentra el malondialdehido. Este
es uno de los productos finales de la lipoperoxidacion, que se produce como
consecuencia del estrés oxidativo. La reaccion con el TBA se lleva a cabo a
altas temperaturas y a pH bajo formando un cromdgeno rosa (Yagi, 1998;
Armstrong et al., 1994; Lef "evre, 1998; Janero, 1998). A los homogenados
previamente preparados, se les midid el contenido de proteinas por el
método de Lowry (1951). Se colocd lo equivalente a 0.5 mg de proteina de
cada muestra en tubos de 1.5 mL, y se ajustaron a 100 puL con amortiguador
de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se prepar6 una curva estandar con
malondialdehido (MDA). Se anadieron 500 pL de solucidon de
TBA/HCI/TCA/DFO (acido tiobarbiturico/acido clorhidrico/acido
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tricloroacético/mesilato de deferoxamina) a cada uno de los tubos de la
curva y de las muestras. Los tubos se agitaron en el vértex (VORTEX-GENE
2, G-560) y se colocaron en un bafo de agua hirviendo por 10 min. Después
se anadid 0.5 mL de butanol/piridina (15:1 v/v) a cada tubo de las
muestras. Se volvieron a agitar vigorosamente en el vortex por 1 min y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min 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 patron de MDA. Los resultados se
calcularon como nmol MDA/mg proteina y después se normalizaron con

respecto al control.

8. Analisis Estadistico.

Los datos se presentaron como la media + el error estandar de la
media (E.E.M.). Los datos se analizaron con el programa Prism 2.01 (Graph
Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA de 1 y 2 vias y comparaciones
multiples de DUNNET. Un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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VIII. Resultados y Discusion
1. Curso temporal de la insuficiencia renal aguda (IRA) producida
por la ciclofosfamida

Se caracterizd la insuficiencia renal aguda producida por la
ciclofosfamida en ratas macho Wistar de 250-300 g de peso corporal. La IRA
se indujo inyectando intraperitonealmente la ciclofosfamida a una dosis de
50, 75 o 100 mg/Kg. Se evalud el peso corporal, el volumen urinario, la
creatinina en suero (CS), la depuracién de creatinina (DC) y el nitrdgeno de

urea en sangre (BUN).

Los resultados de todos los protocolos se presentan de manera
normalizada, excepto peso corporal y volumen urinario. La normalizacién
consiste en relacionar cada dato obtenido con el promedio del grupo CT, esto
se realizd ya que se llega a presentar variaciones en las mediciones
obtenidas de los parametros entre un protocolo y otro, a pesar de que los

reactivos se mantuvieron bajo las condiciones que indica el fabricante.

1.1. Efecto en el peso corporal y el volumen urinario

El peso corporal de los animales del grupo CT mantuvieron su peso a
lo largo del protocolo, asi como el grupo de la dosis de 75 mg/Kg, los grupos
con las dosis de 50 y 100mg/Kg de CF presentaron una tendencia a

disminuir a medida que transcurrié el tiempo (Figura 1).

Esto nos indica que el tratamiento con la ciclofosfamida disminuye el
mantenimiento de la masa corporal normal en las ratas en un tratamiento al

menos de 5 dias.
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Figura 1. Curso temporal del peso corporal durante la IRA por ciclofosfamida en rata.
CT (m), 75 mg/Kg (V¥), 50 mg/Kg (A), 100 mg/Kg (¢). Promedio +EEM, n= 2-4, a: P<0.05 vs CT.

Con respecto al volumen urinario los animales del grupo CT mantienen
constante el volumen a lo largo del experimento (Figura 2). El volumen
urinario de los animales tratados con ciclofosfamida, presenta una tendencia
a aumentar en los primeros dias con la dosis de 100 mg/kg y en el ultimo
dia con las dosis de 50 y 75 mg/Kg. Sin embargo no es significativo ninguno

de estos cambios.

El volumen de orina no es un parametro que nos indique, al menos en
los primeros 5 dias, la presencia y/o la progresion de la IRA por

ciclofosfamida.
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Figura 2. Curso temporal del volumen urinario durante la produccién de IRA en ratas.
CT (m), 75 mg/Kg (¥), 50 mg/Kg (A), 100 mg/Kg (e). Promedio +EEM, n= 2-4, a: P<0.05 vs CT.

1.2 Funcion glomerular

Se determinaron como marcadores de dano glomerular BUN,
creatinina en suero y depuracion de creatinina. No se evaluaron marcadores
tubulares debido a que previamente se determiné en el laboratorio que estos

no se ven afectados en la IRA por CF.

Con respecto a creatinina en suero se observa que los tres grupos
tratados con el antineopldsico a diferentes dosis tienen valores mayores que
el grupo CT, siendo el grupo de 100 mg/Kg el que presenta una menor

dispersién (Figura 3A).

Con respecto a BUN, podemos observar un ligero aumento en los tres
grupos, sin embargo no es significativo con respecto al grupo CT (Figura
3B).

De forma concordante a la creatinina en suero, que aumenta, la
depuracién de creatinina disminuye en los grupos tratados con la CF. Siendo
mas evidente el grupo tratado con la dosis de 100mg/Kg (Figura 3C).

Los datos de CS obtenidos en nuestros experimentos coinciden con la
literatura, es decir, el aumento de su valor en la presencia del daho renal

(Senthilkumar, et al., 2006). No hay datos de depuracién reportados.
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Estos datos obtenidos, nos permitieron decidir que la dosis de
ciclofosfamida que utilizariamos en el siguiente protocolo seria 100 mg/Kg.
Esta dosis permite observar dafio renal, evaluado por creatinina en suero y
depuracién de creatinina. A pesar de no haber observado cambio
significativo en el nivel de BUN, si hubo una tendencia a aumentar, lo que
sugiere que empieza la disfuncionalidad al filtrar BUN. Por otro lado, es
importante resaltar que estos parametros fueron medidos en el dia 5 y es
probable que en los dias anteriores se encuentre el pico de dano. Por tanto

también decidimos evaluar los primeros dias con la dosis de 100 mg/Kg.
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Figura 3. IRA por ciclofosfamida. Marcadores de dafio glomerular (Dia 5).
3A. Creatinina en suero; 3B. BUN; 3C. Depuracién de creatinina.
Promedio + EEM, n= 2-4, a: P<0.05vs CT
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2. Efecto protector del Mangostan en la IRA

Se utilizé la dosis de 100 mg/Kg de CF para evaluar el posible efecto
protector del Mangostan. La CF se administré a las 0 y 24h, a las ratas se les
sacrificaron a las 48h. Utilizamos una dosis de 3mL/Kg de mangostan y
administramos cada 24h por 4 dias, comenzando 2 dias antes de administrar

la ciclofosfamida.

2.1. Efecto en el peso corporal y el volumen urinario

El peso corporal de los animales control y tratados solo con mangostan
son parecidos y se mantuvieron constantes en ambos tiempos. El peso
corporal de los grupos con CF y CF+M son menores que el control en ambos
tiempos, pero el grupo de CF es el que presentd valores mas pequefios
(Figura 4).

La disminucién del peso corporal es indicativo no solo del posible dafio
renal, sino del dafio generalizado en los animales. Por tanto este parametro
no es util por si solo para diagnosticar la IRA, solo se puede complementar a

los parametros de funcion renal.
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Figura 4. Curso temporal del peso durante la evaluacién del efecto protector del
mangostan. CT (m), CF (A), CF + M (V), M (o).
Promedio + EEM, n= 2-4, a: P<0.05 vs CT, b: P<0.05 vs CF
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Con respecto al volumen urinario podemos ver que los grupos CT y M
mantuvieron constante los voliumenes de orina a lo largo del experimento.
Por otro lado, el grupo tratado con CF presentd una tendencia a aumentar a
las 24h, pero solo en el grupo de CF + M aumentd significativamente el

volumen urinario (Figura5s).

La tendencia al aumento del volumen de orina en los animales
tratados con CF indica que se encuentran en la fase de mantenimiento o
polilrica de la IRA. Mientras que a las 48h se inicia la fase de recuperacion.
En el grupo de CF + M el proceso es mas evidente ya que a las 24h es el

grupo con el volumen mas alto.
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Figura 5. Curso temporal del vol. urinario durante la evaluacién del efecto protector del
mangostan. CT (m), CF(A), CF + M (V), M (o).
Promedio + EEM, n= 2-4, a: P<0.05 vs CT

2.2. Funcion glomerular
Se determinaron los marcadores de dano glomerular BUN, creatinina

en suero y depuraciéon de creatinina.

Se observa que los valores de BUN de los grupos CT y M son
semejantes entre ellos y en ambos tiempos evaluados. El grupo de

ciclofosfamida aumenta en ambos tiempos pero es mayor a las 24 h. El
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grupo de CF + M tiene un comportamiento semejante al grupo de
ciclofosfamida pero en menor proporcién. Sin embargo solo a las 48 h se

observa una proteccidn significativa (Figura 6A).

Con respecto a la creatinina en suero se observa que los grupos CT, M
y CF + M son semejantes en ambos tiempos estudiados. El grupo de
ciclofosfamida aumenta desde las 24 h y se mantiene a las 48 h. Por tanto,
se observa proteccion en ambos tiempos estudiados, pero esta proteccion es

mayor y total a las 48 h (Figura 6B).

La depuracion de creatinina es normal e igual en los grupos CT, M y CF
+ M en ambos tiempos estudiados. La depuracion en el grupo de
ciclofosfamida disminuye en ambos dias pero es mas baja a las 24 horas. En
ambos tiempos se puede observar que hay proteccién total del dano

funcional ocasionado por la ciclofosfamida (Figura 6C).
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Figura 6. Marcadores de dafio glomerular.
6A. BUN; 6B. Creatinina en suero; 6C. Depuracion de creatinina.
CT (m), CF (A), CF + M (V), M (#).Promedio +EEM, n= 2-4
a: P<0.05 vs CT 24h; b: P<0.05 vs CF 24h; c: P<0.05 vs CT 48h; d: P<0.05 vs CF 48h

Los tres parametros concuerdan e indican dafo renal glomerular por la
ciclofosfamida. Como lo habiamos planteado, a las 24 y 48h observamos
mayor dafio glomerular renal y en estos dias si se vio aumento de BUN. La
proteccion sobre este pardmetro no es sobresaliente, sin embargo Ila
creatinina en suero y la depuracién de creatinina si muestran una proteccién
total. Estos Ultimos parametros son los mejores en todos los tipos de

insuficiencia renal y también son los mas utilizados clinicamente.

3. Evaluacion de estrés oxidativo
3.1. Evaluacion de la expresion de las enzimas antioxidantes en el
rifidn

La actividad de las enzimas CAT, SOD y GPx presentaron valores
normales en las ratas CT y en las tratadas solo con M (Figura 7).

Se observa que la actividad de CAT disminuye en el grupo tratado con
CF, pero no disminuye en el grupo CF+M.

La actividad de SOD presenta una tendencia a disminuir en el grupo de
CF y esta tendencia no se observa en el grupo de CF+M.

Para la enzima GPx no se observan cambios en ninguno de los grupos

estudiados.
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La funcidon de estas enzimas antioxidantes es reaccionar directamente
con las ERO, con lo cual contribuyen a disminuir o prevenir el dafio generado
por las mismas. En este modelo podemos observar que la administracién de
la CF ocasiona una tendencia a disminuir la actividad de CAT y SOD. Esto
nos sugiere que son formados anidén superdxido y peréxido de hidrégeno, los
cuales son combatidos por estas enzimas. Sin embargo estas ERO sobre
pasan la capacidad de las enzimas y son afectadas, disminuyendo su

actividad.
Por otro lado, la administracién del mangostan fue capaz de prevenir
la inactivacién funcional de las enzimas CAT y SOD ocasionado en el rifidn

por la ciclofosfamida, ya que los valores de los grupos tratados con el

antioxidante son similares o mas altos que los del grupo control.
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Figura 7. Evaluacién de la actividad de las enzimas antioxidantes en el rifion.

Resultados de las actividades de CAT, SOD y GPx.
Promedio + EEM. a. P < 0.05 vs CT ; b. P < 0.05 vs CF.

3.2. TBARS en rifion

Se evalué al malondialdehido (MDA) el cual es un producto formado
por la interaccién de radicales libres, como el radical hidroxilo con los lipidos.
Este proceso es conocido como lipoperoxidacién. El MDA se hace reaccionar
con acido tiobarbiturico, como la reaccidon no es 100% especifica se denota

como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico o TBARS.

27 a
m 1 b
|_

O_

CT CF CF+M M

Figura 8. Marcador de estrés oxidativo. Determinacién de las especies reactivas al &cido

tiobarbitlirico. Promedio + EEM. a. P < 0.05 vs CT ; b. P < 0.05 vs CF.
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En los grupos CT, CF+M y M se observan valores similares, al contrario
del grupo tratado con CF que esta casi al doble del grupo CT, esto se
esperaba ya que en el desarrollo de la IRA hay produccién de ERO.

Por tanto podemos decir que la oxidacién lipidica se pudo prevenir por la

administracién del mangostan y que la proteccién es total.
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IX. Resumen de Resultados
e Se logré establecer un modelo de IRA en ratas macho Wistar (200-250

g), utilizando ciclofosfamida (100 mg/Kg/cada 24 h por 2 dias).

e La IRA por ciclofosfamida se caracterizé por el aumento de Ia
creatinina en suero y el BUN; y por la disminucion de la depuracion de

creatinina.

e En la IRA por ciclofosfamida se determind la presencia de estrés
oxidativo, caracterizado por la disminucién de la actividad de las

enzimas CAT y SOD; y por el aumento de las TBARS.

e El mangostan fue capaz de prevenir totalmente los cambios
observados en creatinina en suero y depuracidn de creatinina,
actividad de CAT, actividad de SOD y TBARS. Ademas fue capaz de

prevenir parcialmente los cambios observados en BUN.

X. Conclusion
El mangostan tiene un efecto protector parcial ante el dano renal

funcional y el estrés oxidativo ocasionados por la ciclofosfamida.
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XII. Definiciones

Na® - Ion sodio.

CI" - Ion cloro.

K* - Ion potasio.

Ca’* - Ion calcio.

NaCl - Cloruro de sodio.

ATP - Adenosin tri fosfato.

ADP - Adenosin di fosfato.

ERO - Especies reactivas de oxigeno.
BUN - Nitrogeno de urea en sangre.
CS - Creatinina en suero.

DC - Depuracion de creatinina.

CAT - Catalasa.

GPx - Glutation Peroxidasa.

CT - Control.

CF - Ciclofosfamina.

M - Mangostan.

CF + M - Ciclofosfamida y mangostan administrados.
TBARS - Acido tiobarbiturico.

EEM - Error estandar de la muestra.
P - Promedio.

n - Tamano de la muestra.

-54 -



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Justificación
	IV. Hipótesis   V. Objetivo General   VI. Objetivos Particulares 
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados y Discusión
	IX. Resumen de Resultados   X. Conclusión
	XI. Bibliografía

