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|.- Abreviaturas

ADH
AICAR
AMP
BUN
BFG
BHT
CT
DHFR
dTMP
dUMP
ERN
ERO
FG
FH4(GLU)n
FH2(GLU)n
GAR
Gly
GML
GMP
GPx
GR
GSH
GSSG
IMP
IRA

LV

Aldosterona.
5-Aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido.
Monofosfato de adenosina.
Nitrogeno de urea en sangre.
Barrera de filtracion glomerular.
Hidroxi-tolueno Butilado.

Grupo de ratas control.
dihidrofolato reductasa, enzima inhibida por metotrexato.
5’- monofosfato de desoxitimidina.
5’-monofosfato de desoxiuridina.

Especies reactivas de nitrogeno.

Especies reactivas de oxigeno.

Filtracion glomerular.

Folatos reducidos poliglutamados.

Folatos poliglutamados.

Glicina ribonuledtido.

Glicina.

Garcinia mangostana Linn.

Monofosfato de guanosina.

Glutatién peroxidasa.

Glutatién reductasa.

Glutatién reducido.

Glutatiéon oxidado.

Inosina 5’-monofosfato.

Insuficiencia renal aguda.

Leucovorina.



MBG
Met
MG

MT

MT(GLU)n
NADH
NADP*

NADPH
NTA
PRPP
Ser
SOD
TBARS
TS

Membrana basal glomerular.

Metionina.

Grupo experimental que recibié una dosis de jugo de
mangostan de 3ml/kg de peso .

Metotrexato. Grupo experimental que recibié una dosis de
metotrexato de 100mg/Kg de peso.

Poliglutamatos de metotrexato.

Dinucleétido de nicotinamida y adenina (reducido).
Fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina
(oxidado).

Fosfato dinucleétido de nicotinamida y adenina (reducido).
Necrosis tubular aguda.

5 fosfo-a-D-ribosil-1-pirofosfato.

Serina.

Superoxido dismutasa.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

Timidilato sintasa.



Il.- Resumen

El rifidn es un 6rgano encargado de multiples funciones que son necesarias para el
mantenimiento de la vida, tales como las remover los productos de desecho de las
células, mantener aquellos que son necesarios, mantener el equilibrio electrolitico y la

presidn sanguinea.

La insuficiencia renal aguda (IRA) es un padecimiento frecuentemente secundario a
multiples etiologias. Se caracteriza por una abrupta disminucion de la funcién renal y
conduce a un aumento de productos de desecho en la sangre tales como urea y
creatinina. Se han acumulado evidencias de que en el dafo isquémico y téxico que
produce una IRA participan especies altamente oxidantes, mejor conocidas como

especies reactivas de oxigeno (ERO).

El metotrexato es un farmaco citotéxico ampliamente usado en el tratamiento de
algunos tipos de cancer y también en el tratamiento de padecimientos como artritis
reumatoide y psoriasis. Diversas evidencias sustentan que éste farmaco puede causar
IRA.

En este trabajo se estableci® un modelo en rata (wistar) de IRA inducida con
metotrexato. Este farmaco se administré por via intraperitoneal a dosis de 100 mg/Kg

de peso.

En este modelo se probd la capacidad del jugo de mangostan (Xango) para disminuir o
evitar la IRA por metotrexato. Fue administrado previamente por via intraperitoneal a

una dosis de 3mL/Kg de peso.

El dafio renal se evalué mediante parametros de dafio funcional glomerular (creatinina
en sangre, nitrogeneo de urea en sangre (BUN) y depuracion de creatinina). Se evalu6
el sistema antioxidante enzimatico renal, que incluye a la catalasa (CAT), glutatién
peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD), con el objetivo de saber si el
metotrexato es capaz de disminuir la capacidad de este sistema. Ademas, se
cuantificaron las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), como marcador

de estrés oxidante.



El modelo de IRA se estudié los dias 2 y 3. El dafio renal es mas severo en el dia 3. Se
encontré que el jugo de mangostan es capaz de prevenir totalmente el aumento de
creatinina en suero y BUN; y previene parcialmente la disminucién de la depuracion de
creatinina. Por otro lado, el metotrexato afecta los niveles de actividad de la CAT
mientras que los de GPx y SOD se mantienen estables; el jugo de mangostan no
ejercio un efecto protector en la disminucién de la actividad de la CAT ni se ve alguna
influencia en la actividad de la SOD y de la GPx. En cuanto a la cuantificaciéon de
TBARS, se determiné que el metotrexato causa lipoperoxidacion y que el jugo de

mangostan no puede evitarla.

Por lo tanto el jugo de mangostan puede prevenir la IRA inducida con metotrexato pero
no influye en la disminucién de la actividada de CAT que causa el metotrexato, ni con
SOD ni GPx. Y la proteccién ejercida no es por medio de prevencion de la

lipoperoxidacion.



lll.- Marco tedrico

1. El riidén
Los rifiones estan situados en la parte posterior del abdomen, en ambos lados de la

columna vertebral. Se localizan entre la ultima vértebra toracica y la tercera vértebra

lumbar.
Anatomia externa:

En el adulto promedio mide de 10 a 12 centimetros de largo, de 5 a 7 centimetros de
ancho y tiene una masa que oscila entre 125 y 170 gramos en el varon adulto y entre

115y 155 gramos en la mujer.

En su cara medial o céncava presenta una hendidura llamada hilio, a través de la cual

sale el uréter renal, asi como los vasos sanguineos, linfaticos y un plexo nervioso.

Cada rifndn esta rodeado por tres capas de tejido. La mas profunda es la capsula renal,
que es una membrana fibrosa, transparente, resistente y lisa. Sirve de barrera contra
traumatismos y ayuda a mantener la forma del riidn. La capa intermedia es una
capsula adiposa que rodea la capsula renal; también protege al rindn de traumatismos y
lo sostiene firmemente en su sitio en la cavidad abdominal. La capa superficial llamada
aponeuresis renal, es una delgada capa de tejido conectivo e irregular que fija el rifidén a

las estructuras circundantes y a la pared abdominal (Botella Garcia, 2008).
Anatomia interna:

Un corte frontal del rifidn revela dos regiones distintas: un area superficial de color rojizo
con textura lisa llamada corteza renal y una region profunda de color marrén llamada

médula renal (Brenner 2000).

La médula esta dividida en 8 a 18 masas conicas estriadas, llamadas piramides
renales. La base de cada una se situa en el limite cortico-medular, y su vértice se dirige
hacia la pelvis renal y forma una papila. En la punta de cada papila hay de 10 a 25

pequefas aberturas que representan los extremos distales de los tubos colectores.

La corteza renal recubre la base de la piramide renal y las porciones de ésta que se

extienden entre las piramides se denominan columnas renales.



En conjunto, la corteza renal y piramides de la médula renal constituyen la porcion
funcional o parénquima del rindn. Aqui se encuentran las unidades funcionales del
rindn, cerca de un millén de estructuras microscépicas llamadas nefronas. La orina que
éstas forman, drena al interior de gruesos conductos papilares que se extienden a
través de la papila renal de las piramides. Los conductos papilares desembocan en

estructuras en forma de copa llamados calices.

Cada rifidn tiene de 8 a 18 calices menores y dos a tres mayores. Los primeros reciben
a la orina de conductos papilares y la llevan a un caliz mayor. Posteriormente la orina
pasa a una cavidad grande llamada pelvis renal, luego pasa por los uréteres que se
originan en la porcién inferior de la pelvis renal a nivel de la unién ureteropélvica y

tienen un recorrido descendente hasta desembocar en el fondo de la vejiga.

El hilo forma una cavidad llamada seno renal, la cual contiene parte de la pelvis renal,
los calices, y las ramas vasculares sanguineas y nerviosas del rifidn. El tejido adiposo
ayuda a estabilizar la posicion de estas estructuras en el seno renal (Brenner, 2000);

véase el esquema 1.1

Nefrona

Drenaje de orina
Ducto papilar
\/

Caliz menor

Arteria

Caliz. mayor

Corteza renal Pelvis renal

Meédula renal

Columna renal
Pirdmide renal
en médula

Seno renal

Papila renal
Grasa en seno renal

Uréter

| Y
- Vejiga urinaria

Capsula fibrosa

Esquema 1.1 Corte longitudinal de un riidn. Se observan las estructuras anatémicas

principales.

10



La Nefrona

La unidad funcional del rifién es la nefrona. EI humano tiene de 1.5x10°% a 2 x10°

nefronas (Avendano, 2009).

Los componentes esenciales de la nefrona son el glomérulo y el sistema tubular
cértico-medular. Se reconocen 4 subdivisiones del sistema tubular. Siguiendo el orden
de la direccién del liquido: tubulo proximal, la porcién delgada del asa de Henle, el

tubulo distal y el segmento o tubulo colector.

La nefrona y los tubos contorneados proximales y distales se encuentran en la corteza
renal, en tanto que el asa de Henle se extiende hacia la médula renal, efectia una
vuelta de horquilla y regresa a la corteza renal. Los tubulos contorneados distales
desembocan en el tubulo colector. Estos ultimos convergen y desembocan en
conductos papilares que drenan en los calices menores. Dichos conductos se
prolongan desde la corteza, atraviesan la médula y llegan hasta la pelvis renal (Guyton
y Hall, 2001).

Se pueden identificar dos clases de nefronas, alrededor del 80-85% se denominan
corticales, sus corpusculos glomerulares se encuentran en la porcion externa de la
corteza y poseen asas extraordinariamente cortas que se ubican principalmente en la
corteza y penetran solo la region superficial de la médula renal. El otro 15-20% de las
nefronas se llaman yuxtamedulares, sus corpusculos renales se encuentran en la
corteza interna, cerca de la médula y tienen el asa de Henle extraordinariamente larga,
la cual se extiende hasta la regién mas profunda de la médula, su rama ascendente de
Henle consta de dos partes, la ascendente delgada y la ascendente gruesa (véase
esquema 1.2). Estas nefronas permiten excretar orinas muy diluidas o muy

concentradas (Guyton y Hall, 2001).
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Corteza

Nefrona yuxtamedular (izquierda),
nefrona cortical (derecha).

G: glomérulo

TPC: tubulo contorneado proximal
TPR: tubulo proximal recto

TCME

ADH: asa delgada de Henle
AGHC: asa gruesa de Henle
B \7“’ S =———— TDC: tubulo contorneado distal

™ Medula externa

SC: segmento colector

TCC: tubulo colector cortical

TCME: tubulo colector de médula

T externa;

TCMIi: tubulo colector de médula

I
L7 interna inicial
’ TCMIt: tubulo colector de médula
< interna terminal
‘ 7 TCMI t

[ Medulainterna
C

Esquema 1.2. Comparacion entre nefronas corticales y yuxtamedulares. Imagen
tomada de Brenner (2000).

El glomérulo
En el glomérulo se lleva a cabo la filtracién de la sangre.

Consta de las capas visceral y parietal (esquema 1.3). La primera esta formada por
células epiteliales escamosas simples modificadas llamadas podocitos. Las multiples
prolongaciones de estas células semejan pies (pedicelos) que rodean y envuelven la
capa simple de células endoteliales de los capilares glomerulares y forman la pared
interna de la capsula. La capa parietal se compone de epitelio escamoso simple y forma

la pared externa. El liquido filtrado en los capilares glomerulares llega al espacio
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capsular (o espacio de Bowman) que se halla entre las dos capas de la capsula

glomerular (Avedafio, 2009).

Capa parietal de la

< Flujo de sangre chiba

“*=Flujo del filtrado

Espacio capsular Arteriola aferente

Tibulo Polo tubular
contorneado » ¢
proximal

Células
yuxtaglomerulares

Macula densa
Glomérulo

Podocito de la capa

viceral tibulo contorneado

Endotelio del
Pedicelio  glomérulo

(a) Corpiisculo renal

Esquema 1.3. Constituyentes del glomérulo.

Los capilares estan formados por un endotelio fino compuesto de células planas que
presentan fenestraciones de 40-100 nm en su pared. Los podocitos y el endotelio
forman una membrana basal, que adopta una forma especial por fusién de ambas,
originando la membrana basal glomerular (MBG). En conjunto, la pared del endotelio
capilar, la MBG vy los pedicelos de los podocitos forman un dispositivo llamado barrera
de filtracion glomerular (BFG) (Botella, 2008).

Filtracion glomerular

La tasa de filtracion esta determinada por varios factores que incluyen el area
superficial de los capilares, la permeabilidad de la BFG y el equilibrio entre fuerzas
hidrostaticas y coloidosmaéticas que actuan dentro de los capilares y en el espacio de
Bowman. Los capilares glomerulares tienen una tasa de filtracion mayor que los otros,

debido a la elevada presion hidrostatica glomerular y a un gran coeficiente de filtracién
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(el producto de la permeabilidad de la BFG con el area superficial capilar), (Guyton y
Hall, 2001).

A pesar de las tres capas que forman la barrera de filtracion glomerular, se filtra tres
veces mas agua y solutos que en una membrana comun y a su vez, la BFG es selectiva
para determinar qué moléculas seran filtradas con base a su tamano y carga eléctrica
(Guyton y Hall, 2001). Ciertos electrolitos como el sodio y compuestos organicos

pequefios, como glucosa o aminoacidos, se filtran con gran facilidad.

Por lo general no se filtran las proteinas del plasma. El endotelio no actua como barrera
principal para las proteinas debido a que las fenestraciones son relativamente grandes,
la MBG impide normalmente la filtracion de éstas. Como la albumina plasmatica posee
carga negativa, sufre repulsién electrostatica ejercida por la intensa carga negativa de

los proteoglucanos de la MBG (Deen, 1982).

En algunas nefropatias la MBG pierde sus cargas negativas, debido a esto algunas
proteinas de peso molecular medio, especialmente la albumina, se filtran y aparecen en

la orina, provocando una proteinuria (Guyton y Hall, 2001).

Sistema tubular de la nefrona

Tubulo proximal

Es el segmento mas largo de la nefrona, comienza en el polo urinario abarcando la
parte contorneada y hasta el extremo final de la parte recta proximal. Mide 14mm de
largo por 60 um de calibre (Brenner, 2000). Esta tapizado por un epitelio cubico simple
de aspecto eosindfilo. Su cara luminal estd dotada de un ribete de cepillo muy
desarrollado y un extenso laberinto de canales intracelulares, en conjunto esto
suministra un area extensa sobre los lados luminal y basolateral del epitelio para el

transporte rapido de sustancias (Guyton y Hall, 2001).

Las células del tubulo proximal tienen un metabolismo intenso y poseen un gran

numero de mitocondrias para apoyar procesos energéticos de transporte activo.

El borde de cepillo esta cargado de moléculas portadoras proteicas que se encargan de

transportar una gran cantidad de sodio, acopladas a un mecanismo de co-transporte
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con numerosos nutrientes organicos como aminoacidos y glucosa. Este sitio también es

importante para la secrecion de acidos y bases organicas (Guyton y Hall, 2001).

Porcidn delgada del asa de Henle

Surge del estrechamiento brusco de la porcién descendente del tubulo proximal para
formar un asa. Posee un diametro de 15 um y se compone de un epitelio plano en el
que desaparece el borde de cepillo. Presenta algunas microvellosidades apicales
(Brenner, 2000). Las células tienen un escaso citoplasma, el nucleo estad desplazado
hacia la luz, carece de lisosomas y peroxisomas, posee escasas mitocondrias, por lo

que también su actividad metabdlica es minima (Tisher y Madsen, 2000).

La porcidn descendente es muy permeable al agua y moderadamente permeable a la
mayor parte de los solutos. La funcion principal de este segmento es permitir el paso de
sustancias a través de una difusién simple. Cerca del 20% del agua filtrada se
reabsorbe en sus paredes y casi todo ocurre en la rama descendente delgada, porque

la rama ascendente es casi impermeable (Guyton y Hall, 2001).
Tubulo distal

Se divide en tres: la rama ascendente gruesa de Henle, el tubulo contorneado vy las

células de la macula densa.

La macula densa es una placa celular alargada, esta en la region de transicion entre la
parte recta y contorneada de ese tubulo, estd ubicada sobre el polo vascular del
glomérulo que es donde las arteriolas aferentes y eferentes entran en la capsula de
Bowman (Guyton y Hall, 2001).

La macula densa actua como receptor sensible a la cantidad de cloruro sédico en el
tubulo distal y a cambios en el volumen de liquido que llega a este punto. Se encarga
de mantener el volumen y las concentraciones de la sal constantes, manteniendo la
filtracion glomerular (FG), aun cuando la presién arterial tenga fluctuaciones (Guyton y
Hall, 2001).

La pared del tubulo distal esta compuesta de un epitelio de células cubicas, mas largas
en la porcidn contorneada. En la superficie liminal pueden observarse algunas

microvellosidades cortas. La superficie basal presenta multiples invaginaciones y
15



plegamientos en los que se alojan mitocondrias, o que le confiere al tubulo una

estriacion caracteristica (Brenner, 2000).

La porcion gruesa del asa de Henle esta dotada de gran actividad metabdlica y en este
punto ocurre reabsorcion del sodio, cloro, potasio y cantidades considerables de otros
iones como calcio, bicarbonato y magnesio. Posee un mecanismo de transporte

inverso, en el cual se reabsorbe sodio y se secretan iones hidrégeno (Brenner, 2000).

Esta porcion es casi impermeable al agua, por lo que el liquido dentro de esta rama se

vuelve muy diluido conforme avanza por el tubulo distal (Guyton y Hall, 2001).

Tubos y conductos colectores

Tubulo colector cortical

La transicidon de los tubulos distales a los colectores no ocurre de forma brusca, sino
que existe un segmento corto de conexién en el que se pueden encontrar células de

ambos distribuidas aleatoriamente.

El epitelio que constituye la pared de estos tubulos posee dos clases distintas de

células, las principales (claras) y las intercaladas (oscuras).

Las células principales son casi planas y van ganando anchura progresivamente. Su
membrana celular es lisa, el nucleo esta localizado céntricamente y el resto del
citoplasma es claro por poseer pocos organelos, en los que se encuentran mitocondrias
pequefias repartidas por toda la célula (Brenner, 2000). Las células principales

reabsorben sodio y agua de la luz y secretan iones de potasio al interior de la luz.

Las células intercaladas son cubicas. Su membrana posee numerosas
microvellosidades, bajo las cuales se observan vesiculas de pinocitosis. El nucleo es
central y el plasma es oscuro, destacando numerosas mitocondrias grandes e
hinchadas y repartidas por toda la célula (Brenner, 2000). Las células intercaladas
secretan intensamente iones hidrogeno y reabsorben iones bicarbonato y potasio.
(Guyton y Hall, 2001).
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Conducto colector medular

Es el ultimo sitio para el procesado y elaboracién de orina. El epitelio esta formado por
células casi cubicas con superficies lisas y pocas mitocondrias. La permeabilidad para
el agua esta regulada por la aldosterona (ADH). Cuando la concentracion de ADH es
alta, se reabsorbe agua avidamente. Este conducto es permeable a la urea y es capaz
de secretar iones hidrogeno en contra de un gradiente de concentracién (Guyton y Hall,
2001).

2.- Insuficiencia renal aguda (IRA)

Es un sindrome clinico, frecuentemente secundario a multiples etiologias, caracterizado
por un rapido decline de la tasa de filtracion glomerular y retencién de desechos de
nitrgeno como urea y creatinina, pudiendo producir alteraciones hidroeléctroliticas
(hiperpotasemia, hipercalcemia, hiponatremia, hiperfosfatemia, hipomagnesemia) y del

equilibrio acido-base. Es potencialmente reversible.
Se dividen en tres grupos:

IRA prerrenal: debida a la disminucion de la perfusion del flujo sanguineo en el rifidn,
es secundario a una caida de la presion de perfusion y a una vasoconstriccion renal
intensa que sobrepasa los mecanismos de autorregulacién intrarenales. Puede ser
debido a disminucién del gasto cardiaco o a cuadros que presentan disminucion del

volumen sanguineo.

IRA intrinseca: Hay una lesion renal estructural establecida, en el que puede estar
afectado el tubulo, el intersticio, los vasos sanguineos o el glomérulo. Las causas que la

producen se observan en la tabla 2.1.

IRA posrenal: es una enfermedad asociada con una obstruccién aguda del flujo urinario

entre la uretra y el cuello de la vejiga o una obstruccion de los ureteros.
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Tabla 2.1 .- Causas de la IRA intrinseca

Enfermedades Causas:

Arterial: trombosis, embolia, vasculitis.
Vasos renales | \Venosa: trombosis.

Arteriolar:  hipertensién arterial maligna, vasculitis,
coagulacion intravascular diseminada, etc.

Inflamacion: glomerulonefritis aguda, vasculitis, radiacién.

Microvasculatura | Vasos renales: hipertensién maligna, toxemia en el
y glomérulo | embarazo, hepercalcemia, farmacos, radiocontrastes.

Hematolégicas: sindrome urémico hemolitico,
trombocitopenia, coagulacion intravascular diseminada.

Infecciones: viral, bacteriana, fungica.
Tubulo Infiltracién: linfoma, leucemia, sarcoma.

Intersticio Nefritis intersticial alérgica: antibioticos, antinflamatorios no
esteroideos.

Origen isquémico: Alteraciones hemodinamicas
Origen toéxico:

Farmacos: Antibidticos: Aminoglucdsidos, Cafalosporinas,
Tubulos renales | Anfotericina B, Sulfamidas, Aciclovir, Vancomicina, etc.

(Necrosis Anestésicos: Metoxifluorano, Enfluorano.
Tubular

Aguda, NTA) Quimioterapéuticos: Cisplatino, Nitrosoureas, Metotrexato.

Otros: Ciclosporina A, manitol.
Téxicos exdégenos:
Metales pesados: As, Cd, Pb, Hg, Cry Sb.

Varios: Fungicidas y pesticidas, solventes organicos,
Amanita faloides, anilinas, etc.

Toxicos enddgenos :

Pigmentos: mioglobina, hemoglobina, bilirrubina.
Cristales: acido urico

La necrosis tubular aguda (NTA) isquémica y nefrotoxica es la mas frecuente, ocupa el

90% de los casos de IRA intrinseca (Brenner, 2000).
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Fases de la NTA
La necrosis tubular aguda puede presentarse como forma oligurica o no oligurica.

La forma oligurica se caracteriza clinicamente por oliguria y retencién nitrogenada
progresiva. Clasicamente se describen 3 fases: inicial u oligurica, mantenimiento y
recuperacion. En la fase inicial hay oliguria, retencién nitrogenada progresiva; en la fase
de mantenimiento la retencién nitrogenada alcanza una meseta y el paciente inicia la
diuresis (por esta razon también se denomina fase diurética) y finalmente, en la fase de
recuperaciéon ocurre un incremento progresivo de la filtracion glomerular y por
consiguiente disminucién de la retencion nitrogenada. Por lo general la fase oligurica
tiene una duracion entre 7 a 10 dias, dependiendo de la magnitud del dafo. Si la

oliguria persiste por mas de 14 dias, se debe sospechar necrosis cortical.

La forma no oligurica, incluye a los casos de IRA con volumen urinario mayor de 400
cc/24h y los casos de IRA con fase oligurica inicial corta (pocas horas). Clinicamente
hay retencidn nitrogenada leve a moderada y pueden presentar las mismas

complicaciones que la forma oligurica.

3.- Estrés oxidante

La gran concentracién de oxigeno en la atmdsfera y su baja reactividad en condiciones
ambientales ha dado la impresion de que es inocuo, sin embargo por reacciones
puramente quimicas, por acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas mejor conocidas como
especies reactivas de oxigeno (ERO, vease la tabla 3.1), que son capaces de dar lugar
a multiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo, lo que puede
llegar a producir daio celular. Por lo anteriormente expuesto se comprende que, si bien
el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones del organismo, no se

deben olvidar sus muchos efectos toxicos (Venereo, 2002).
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Tabla 3.1. Especies reactivas de oxigeno (ERO).

Radical libre Superoxido (027 )
Hidroxilo (OH")

Diradical Oxigeno (o))

No radicales Perdxido de hidroégeno (H202)
Oxigeno singulete ('0y)

Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Radical libre Oxido nitrico (NO)
Dioxido de nitrégeno (NO2)
No radicales Peroxinitrito (ONOO )

El oxigeno también forma compuestos reactivos con el nitrégeno los cuales se

denominan especies reactivas de nitrégeno (ERN).

Algunas ERO y ERN son radicales, esto quiere decir que tienen uno o mas electrones
desapareados. El oxigeno molecular es un diradical, ya que tiene dos electrones

desapareados y cada uno reside en un orbital (Rodriguez et al., 20017).

Debido a que la naturaleza ha estado expuesta a las ERO por dos mil millones de afios
se han desarrollado mecanismos para contender con ellas y también mecanismos que
las utilizan en sus multiples funciones. La toxicidad depende de su concentracion y del

contexto en el que se producen.

Las bajas concentraciones de ERO estimulan el crecimiento de células, incluso el de

bacterias y otros microorganismos.

También las ERO son producidas por la NADPH oxidasa en los fagocitos, donde
funcionan como agentes bactericidas, asi también pueden funcionar como mediadores
inflamatorios. (McCord et al., 2000).
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Las ERO han sido relacionadas como determinantes de expresion génica (McCord et
al., 2000). También, ciertas concentraciones celulares de éstas pueden inducir muerte

celular programada (Hansgerg, 2008).

Aproximadamente el 98% del oxigeno que se metaboliza en la célula es manejado por
una sola enzima, la citocromo oxidasa, presente en las mitocondrias, que le transfiere
cuatro electrones al oxigeno en una reaccion concertada para producir dos moléculas

de agua como producto, como se muestra en la reaccién 3.1 (McCord et al., 2000).

Una estrategia evolutiva para la supervivencia en un medio ambiente oxidante es limitar
las oportunidades para una mala transferencia de electrones al oxigeno, pero esta
estrategia no es perfecta. Por lo menos dos sitios han sido identificados en la cadena
de transporte de electrones (Complejo | y ubisemiquinona) donde los electrones pueden
filtrarse y reaccionar con el oxigeno, lo que resulta en la formacion de ERO (McCord et
al., 2000).

Reaccion 3.1

e- 2H* +e- H* +e- H* +e-

O ———— 0" ——p H,0p ——p OH! ———p H0

Debido a que el ambiente intramitocondrial es altamente reductor, varios componentes
respiratorios, incluyendo las flavinas, los centros [Fe-S] y las quinonas serian
termodinamicamente capaces de transferir un electron al oxigeno. No obstante el O, es
un gas que se difunde libremente a través de las membranas, por lo que es muy factible
que su forma activada se encuentre alrededor de la cadena respiratoria (Cadenas vy
Kelvin, 2000).

Existen también fuentes exdgenas capaces de producir especies reactivas de oxigeno
en los organismos, aqui se encuentran los algunos medicamentos, humo de cigarro,
contaminantes ambientales, etc; que cuando interaccionan con la cadena
transportadora de electrones pueden causar ruptura de su acoplamiento. Otra fuente
exdgena de produccion de ERO es la exposicion a radiacion ultravioleta e ionizante, la
cual proporciona energia a moléculas de oxigeno generando estados excitados
altamente reactivos de la molécula y de los cuales se hablara mas adelante (Rodriguez

et al., 2001).
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3.2 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
Anioén peroxinitrito (ONOO")

Se forma por la reaccion del 6xido nitrico (NO) con el radical superoxido (O,™). Puede
producir la nitracion de aminoacidos aromaticos en reacciones que aumentan de

rendimiento en presencia de CO; y metales de transicion (Hansgerg, 2008).
Oxigeno singulete ('0,)

Se origina cuando uno de los dos electrones libres del O, cambia de giro al captar
energia. Teniendo ahora giros opuestos los electrones libres se aparean

inmediatamente (Olinescu y Smith, 2002).

En sistemas biolégicos puede ser producido por la descomposicion del H,O, con el
acido hipocloroso que secretan los leucocitos. También se genera cuando diversos
pigmentos como porfirinas, flavinas, retinol, clorofila, etc. absorben energia en forma de

radiacion y la ceden al oxigeno (Hansgerg, 2008).

La vida media del 'O, en aire seco es de 90 us, en el agua pura es de 3 us y en la

célula de 0.5 us (Hansgerg, 2008).

Reacciona muy cerca del sitio de donde se forma, con la mayoria de compuestos
celulares, como acido nucleico, proteinas, lipidos y carbohidratos. Se desactiva con

carotenos y tocoferoles (Hansgerg, 2008).
Anion superoxido O,

Cuando el O, capta un electron, éste se aparea con uno de los dos electrones libres de

los orbitales * y forma asi el O, .

Se produce principalmente en la cadena respiratoria, aproximadamente el 0.1 % de O

qgue se consume en la respiracion forma O, (Hansgerg, 2008).

Otra fuente importante de O,~ es debido a la actividad de las NADPH oxidasas, que
tienen la funcidén especifica de sintetizarlo. En el hombre la hemoglobina se oxida
formando metahemoglobina y O,~. También se puede producir en las reacciones de las
enzimas del citocromo P4sp. Y por la actividad de la xantina oxidasa (Cadenas y Kelvin,
2000).
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Es poco reactivo, pero juega un papel central en la formacion subsecuente de especies
reactivas. Reacciona con: el hierro libre, los centros hierro-azufre de proteinas, el NO,
el glutation, el ascorbato y consigo mismo. No reacciona con las bases nitrogenadas del

DNA, ni con los aminoacidos de las proteinas ni con los lipidos (Hansgerg, 2008).
Peréxido de hidrégeno (H20,)

Es un liquido similar al agua aunque mas denso y viscoso. Es un acido débil, tiene un
momento dipolar y una constante dieléctrica mayor que el agua. Se forma cuando cada

uno de los dos electrones libres del O, se han apareado.

En las células, la reaccion de la superoxido dismutasa (SOD) produce la mayor parte de

H2>02. Su concentracién va del orden de pico a micromolar (Hansgerg, 2008).

Puede difundir a través de compartimientos celulares. Reacciona con los centros Fe-S

de algunas proteinas y al reaccionar con el hierro se produce el radical hidroxilo (OH

vease la reaccion 3.2) (Cadenas y Kelvin, 2000).
Radical hidroxilo (OH")

Es el oxidante mas potente, debido a que reacciona casi con todas las moléculas
bioldgicas (Fong et al., 1976). La célula no tiene mecanismos antioxidantes enzimaticos
que puedan combatirlo, por lo tanto deben prevenir su formacion mediante la

eliminacion de precursores (O, y H,05).

El H,O; puede reaccionar con metales divalentes y producir OH- via reaccion de Fenton.

El ejemplo es la reaccién con el Fe?* libre (Jian et al., 2008):

Reaccion 3.2

Fe2 + H,0, — ® Fe¥ + OH + OH-

El H,O, también es capaz de reaccionar con el O, y con el grupo prostético de
metaloproteinas que contienen hierro, segun lo muestra la reaccion (3.3) de Haber Weis
(Jian et al., 2008) y formar asi el OH".
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Reaccion 3.3

Fe 3+

HO2 + O ———ou3p OH + OH" + O

3.1 El dano celular que causan las ERO
* Proteinas

Los aminoacidos de las proteinas son ricos en electrones y reaccionan facilmente con
las ERO, porque estas ultimas son deficientes en electrones (oxidantes electrofilicos).
Los aminoacidos mas susceptibles son la fenilalanina, el triptéfano, la tirosina, la

histidina, la cisteina y la metionina (Diaz, 2002).

La fenilalanina y la metionina son particularmente vulnerables a la oxidacion por
ONOO mientras que la tirosina y el triptéfano son blancos selectivos para la nitracion

por el mismo (Pifa y Zentella, 2008).

La oxidacion de las cadenas laterales de los aminoacidos puede provocar
desdoblamientos, cambios conformacionales, entre cruzamientos, radicales (alquil,
peroxil y alcoxil) centralizados en la cadena proteica (Pifia y Zentella, 2008) y/o
fragmentacién de la proteina (Venereo, 2002). Dependiendo del tipo de dano causado,

la proteina puede sufrir pérdida parcial o total de su funcionalidad (Griffith et al., 1988).
 ADN

Ocurren fendbmenos de mutaciones, hay pérdida de expresién de una proteina por dafio
a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosdmicos y desmetilacion

de citosinas del ADN que activan genes (Dias, 2002).

Estas alteraciones son causadas principalmente por el ‘OH, el 'O, que son muy
reactivos y por el ONOO que puede nitrar y desaminar al ADN causando rupturas en

las cadenas.

Los azucares fosfato son también muy vulnerables a la oxidacién, puede producir
liberacion de las bases y rompimiento de la cadena sencilla de hebras del ADN
(Sanchez, 2005).
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* Lipidos

La interaccion de radicales libres y otras ERO con los lipidos de las membranas
biolégicas ocasionan la produccion de diversos compuestos téxicos. Los lipidos
oxidados alteran la fluidez y permeabilidad de la membrana, asi como la actividad de
las proteinas, las enzimas y los canales idnicos asociados a ellas, situacién que

compromete la estructura y funcién celular.

La lipoperoxidacion causada por ERO esta dividida en tres etapas, vease el esugema
3.1 (Zenteno y Saldafia, 2008).

[niciacion

Se desencadena cuando el residuo de un &cido graso poliinsaturado dentro de los
lipidos de la membrana es atacado por una ERO que es capaz de abstraer o retirar un
atomo de hidrégeno de un grupo metileno. El residuo de acido graso queda como un

radical libre centrado en el carbono. Este carbono es generalmente estabilizado

mediante un arreglo molecular que da lugar a un dieno conjugado.

Propagacion

Este nuevo radical reacciona con el oxigeno molecular y forma un radical peroxilo,
molécula que tiene suficiente poder oxidante para atraer un hidrogeno metilénico del
acido graso adyacente. Estableciéndose una reaccion en cadena y de ésta manera se

propaga la lipoperoxidacion en la membrana.

Otro mecanismo que se considera también como parte de la propagacion de la
lipoperoxidacién esta dado por el lipoperéxido (ROOH) que al encontrarse en presencia
de un metal de transicion (preferentemente Cu o Fe) puede reaccionar y fraccionarse
para dar lugar de nuevo a un radical peroxilo (ROO-); pero también puede romperse
para dar lugar a la formacién de un radical alcoxilo (RO-). Ambos pueden abstraer

atomos de hidrégeno de cadenas vecinas y continuar la propagacion.
Terminacion

Puede finalizar cuando el radical lipidico reacciona con otra molécula, la cual puede ser

un segundo radical lipidico, el resultado es la formaciéon de agregados o dimeros que
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dentro de la membrana, alteran sus funciones, principalmente la fluidez y la

permeabilidad.

Alternativamente se puede finalizar la propagaciéon cuando alguno de estos radicales
encuentra a una molécula antioxidante capaz de donar un atomo de hidrégeno,
terminando asi la cadena de reacciones. La vitamina E es el antioxidante mas relevante

en la lipoperoxidacion.

VTV .

R- RH
INICIACION

1.
o \/—\\\/Z\/ \O>W

2 LOOH
/< -0 X PROPAGACION
O
L

NNV

L-
00 LH

L+ L ——» LL
LOO- + LOO—— LOOL + Oy
L- + LOO-—— LOOL

XH + LOO-—— X- + LOOH

Esquema 3.1. Proceso de lipoperoxidacion.
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4.- Antioxidantes en los sistemas biolégicos

Los mecanismos antioxidantes de las células se llevan a cabo mediante procesos
enzimaticos y no enzimaticos, a través de los cuales la célula anula la reactividad y/o

inhibe la generacion de ERO.
Sistema antioxidante no enzimatico

1.- El glutation (GSH) es una pequefia molécula de naturaleza proteica. Esta

compuesta de tres residuos de aminoacidos: acido glutamico, glicina y cisteina.

Su capacidad de donacion de electrones esta ligada a su grupo sulfhidrilo. La habilidad
de esta molécula esta en donar un electron (hidrégeno), que hace posible su
bioactividad (Ahmad, 1995).

El GSH existe en dos formas: la activa o reducida (GSH) y la forma oxidada o inactiva
(GSSG). La relacion de GSH respecto al GSSG en la mayoria de las células es de 500
a 1 (Ahmad, 1995).

El GSH mantiene en estado reducido los grupos tiol de las cisteinas de las proteinas.
Es sustrato de la enzima glutation peroxidasa. El GSSG se reduce por la enzima
glutation reductasa dependiente de NADPH (Mathewes et al; 2002).

2.- Acido ascérbico (vitamina C), es un antioxidante hidrosoluble, localizado en el
citosol, como en el ambiente extracelular. Su actividad antioxidante puede proceder por
dos mecanismos, a través de la transferencia de un solo electréon con la formacién del
radical ascorbato o con la transferencia de dos electrones formando acido L-
dehidroascorbico (Ahmad, 1995).

Las formas oxidadas del ascorbato pueden ser reducidas via directa por reacciones
quimicas (como reaccion con GSH) o enzimaticas (acido dehidroascorbico reductasa o
ascorbato reductasa) (Ahmad, 1995).

3.- La vitamina E es el término general para todos los tocoferoles y tocotrienoles

biolégicamente activos y sus derivados. El mas activo es el a- tocoferol.

Es el antioxidante lipofilico mayoritario en la proteccion del ataque de radicales libres en

la membrana celular.

Los tocoferoles donan un hidrégeno regenerado moléculas oxidadas en la membrana
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lipidica y produciendo a su vez el radical tocoferilo. In vitro reacciona directamente con
radical ROO", 'O, y con el O, (Ahmad, 1995).

Esta vitamina es altamente eficaz porque se requiere de pequefias cantidades de ella
para funcionar, ademas el radical tocoferilo formado es bastante estable debido a la
deslocalizacion del electron no apareado y puede ser regenerado a tocoferol por
interaccién con vitamina C (Packer, et al., 1979) o el glutation reducido (GSH) (Haenen
y Bast, 1983).

4.- Carotenoides, son compuestos liposolubles que se encuentran en membranas
lipidicas e impiden la lipoperoxidacion de estas. Reacciona con el 'O, y con el radical
hidroxilo. La interaccidén con estas ERO genera el radical carotenilo (Car), el cual puede
ser reciclado al interaccionar con el acido ascérbico y/o con el a-tocoferol (Halliwell y
Gutteridge, 2001).

5.- Proteinas antioxidantes. Son la mayor defensa antioxidante en el plasma humano.
La formacién de radicales libres dependientes de metales de transicion es inhibida por
proteinas que tienen sitio de union para estos. En la tabla 4.1 se muestra las proteinas
y su funcionalidad (Ahmad, 1995).

Tabla 4.1. Proteinas antioxidantes y su funcionalidad

Proteinas antioxidantes Funcionalidad

Albumina * Atrapadora de Cu

* Oxidoreductasa, convierte el Fe(ll) a Fe(lll)

Ceruloplasmina * Promueve la incorporacion de Fe(lll) a la
Ferritina
Transferrina * Transporte de Fe
Ferritina * Almacenamiento del Fe
Metalotioneinas » Atrapadora de una variedad de metales,

incluyendo metaloides
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3.3.2 Sistema antioxidante enzimatico

1.- La superéxido dismutasa (SOD), es una metaloenzima, que cataliza la

dismutacion del O, a H,0..

En mamiferos, la SOD posee tres isoformas que desempefan funciones antioxidantes

en varios compartimentos.

La primera es la Cu / Zn-SOD se localiza en el citosol y en el nucleo de todos los tipos

de células, y funciona como el sistema antioxidante intracelular.

La SOD de distribucién extracelular (EC-SOD) también usa Cu/Zn como cofactor. Es de
suma importancia porque el O, del espacio extracelular no puede cruzar la membrana

celular y por lo tanto no puede ser removido por SOD intracelular (Oury, et al., 1996).

El mecanismo catalitico de estas se basa en el ciclo redox del catién cobre (Banci et al.,
1998).

Cu* + 0 =————3p Cu" + O,

Cu? + 02'_ + 2H* —_—p Cu?* + H20,

La SOD de manganeso (Mn-SOD) esta exclusivamente localizada en las mitocondrias.

Su mecanismo catalitico de estas se basa en el ciclo redox del cation manganeso
(Fridovich, 1998).

Mn3* + Oz._ » Mn2* + 02

MnZ* + O,~ + 2H* » Mn3t + H,0,

2.- La catalasa, es una hemoproteina tetramérica con subunidades idénticas.
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Cataliza la descomposicion de H,O, en agua y oxigeno molecular. Esta enzima se
encuentra en peroxisomas, citoplasma y mitocondria. Es una enzima inusual ya que no
cumple una cinética Michelis Menten. No exhibe saturacion y su actividad incrementa
linealmente con el aumento de perdxido, incluso a concentracion de saturacion la
enzima descompone el peréxido, siguiendo una reaccion de primer orden (Ahmad,
1995).

Su mecanismo catalitico consta de dos fases, formandose la especie oxoferrilo como
uno de los productos de la primera fase y usado como reactivo en la segunda fase.

Véase las siguientes reacciones (Putnam et al., 2000).

Fase |

H,O, + Fed* »  Fe4=0 + H,0

Fase Il

Fe*=0 + H,0, » 0, + H,0

3.- La glutation peroxidasa (GPX) cataliza la descomposicion de de H,O, y de
hidroperoxidos a agua. Tiene un absoluto requerimiento del GSH para su actividad

catalitica en la donacion de un hidrégeno (Jian et al., 2009).

Llevan a cabo las siguientes reacciones:

H,O, + 2GSH » H,O + GSSG

LOOH + 2GSH =——®» H,O + LOH + GSSG

Actualmente se conocen 4 isoformas, la citosolica, la plasmatica, la gastrointestinal y la
de fosfolipidos (Ahmad, 1995).
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Exceptuando a la plasmatica (que es Se-glicoproteina monomérica), las demas son
proteinas tetraméricas con 4 atomos de Se por molécula. El Se esta presente en el
centro catalitico. La catalisis ocurre en varios pasos. Primero, el centro catalitico de la
enzima reduce el peréxido y la enzima se oxida. Segundo, la forma oxidada de la
enzima forma un complejo con una molécula de GSH. Tercero, el complejo usa otra
molécula de GSH resultando en la oxidacién de las dos moléculas de GSH a GSSG con

la liberacion de la enzima en su estado reducido.
La GPX plasmatica se sintetiza en los tubulos proximales del rifidn.

La GPX de los lipidos reduce preferentemente hidroperoxidos fosfolipidicos, actua
directamente sobre ellos sin la necesidad de que sean liberados de la membrana por

las fosfolipasas (un requisito para la GPX citosdlica).

La gastrointestinal es llamada asi porque es localizada en este tracto en roedores y en
humanos. Es diferente a las demas porque no da reaccion cruzada con antisuero de las
demas GPX. Tiene la caracteristica de que no usa como sustrato a hidroperdxidos de
fosfatidilcolina (Ahmad, 1995).

4.- Glutation reductasa. Es una enzima que requiere de NADPH y que cataliza la
conversion de GSSG a GSH.

GSSG + GR-(SH): p 2GSH + GR-5;

GR-S, + NADPH + H* » GR-(SH)» + NADP*

En donde las formas GR- (SH), y GR-S; corresponden a las formas reducidas (ditiol) y
oxidadas de la GR, respectivamente. La glutation reductasa es esencial para mantener
los niveles adecuados de GSH (Ahmad, 1995).
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5.-El mangostan

Es un arbol perenne de lento crecimiento, alcanza una altura de 6 a 25 m. La corteza
joven tiene un color verde brillante y es lisa; con la edad se vuelve marrén oscuro y
aspero. Sus hojas son elipticas, coriaceas y son de color verde brillante. Las flores se
encuentran solas o en pares, con 4 pétalos blancos o rosas y 4 sépalos. El fruto es
redondo, morado oscuro a rojo-purpura, tiene de 5 a 8 cm de diametro, tiene una
corteza gruesa que rodea de 4 a 8 segmentos de fruta (esquema 5.1). La pulpa es
aromatica y tiene un agradable sabor agridulce. Su nombre cientifico es Garcinia
mangostana Linn (GML), pertenece a la familia Guttiferae (Morton, 1987). Es cultivada
en la selva tropical de las naciones de Asia como Indonesia, Sri Lanka, Malasia,
Filipinas y Thailandia, asi como también en la India. En estos lugares le han atribuido

una gran variedad de propiedades medicinales (Jung et al., 2006).

Esquema 5.1. Fruto y hojas delarbol del mangostan.
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Los componentes quimicos de GML son glucésidos de antocianidinas, benzofenona,
maclurin (Du y Francis, 1975) y una gran variedad de metabolitos secundarios
derivados de xantonas preniladas y oxigenadas. Estos metabolitos son de gran interés

debido a los beneficios medicinales que presentan (Govindachari et al., 1971).

Las xantonas se han aislado del pericarpio, hojas, flor y fruto del mangostan
(Suksamraran, 2006).

Las xantonas estan formadas por una estructura base (nucleo de la xantona) llamada
9H-xantenon-2-ona o dibenzo-GAMMA-pirona la cual es simétrica, ver esquema 5.2
(Pinto et al., 2005).

Esquema 5.2

Nucleo de la xantona

Imagen modificada de Pedraza-Chaverri et al.,(2008).

En el esquema 5.3 se muestran las xantonas aisladas del pericarpio de GML y en las

tablas 5.1 y 5.2 se encuentran los nombres de cada una.
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Estructuras de los compuestos aislados del pericarpio de GML

OH
12) R=H 14
13) R=OH f

HC 10) R=CH3
8 9 11)R=H

Esquema 5.3. Imagen tomada de Jung et al., (2006).
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Tablas 5.1y 5.2.

Xantona | Nombre Xantona Nombre

1 8-hidrixicuadraxantona G 8 Gartanina

2 Mangostingona 9 1-Isomangostina
3 Cuadraxantona G 10 a-Mangostina

4 8-Deoxigartanina 11 y-Mangostina

5 Garcinomangoson B 12 Mangostinona

6 Garcinona D 13 Smetahxhantone
7 Garcinona E 14 Tovofilina A

Estudios biolégicos han demostrado sus propiedades antibacteriales (Mahabusakaram,
1986; Linuma, 1996), antiinflamatorias (Balasubramanian y Rajagopalan, 1988),
antitumorales (Sakai, 1993), fungicidas (Gopalakkrishnan et al., 1997), antioxidantes
(Jung et al., 2006).

Se ha demostrado que el extracto de GML inhibe la prostaglandina E, (Nakatani et al.,
2002). Chen y colaboradores (1996) mostraron que también inhibe la produccion de la

proteasa que requiere el virus del HIV-1 para autoensamblarse.
Propiedades antioxidantes

EL extracto metandlico del pericarpio de GML presentd una capacidad antioxidante en
la actividad atrapadora del radical peroxinitrito. Jung et al., (2006) evaluo la actividad
antioxidante para las xantonas 1-14, exceptuando la 2, debido a que se obtuvo en muy
baja cantidad (ver esgema 5.3) usando autentico ONOO™ y ONOO" SIN-derivado
(obtenido de acuerdo a los métodos de Kooy et al.,, 1994; y Zou et al., 2002), Las
xantonas 1, 8, 10, 11 y 13 mostraron tener una potente actividad antioxidante

atrapadora, vease la tabla 5.1.

35



Tabla 5.1. Actividad atrapadora del peroxinitrito de los compuestos aislados del

pericarpio de GML.

Peroxinitrito
Compuesto | Autentico (Clso uM) | SIN-derivado (Clso uM)
1 4.6 10
3 >30 3.2
4 >30 11.9
5 15.9 >30
6 26.4 15.1
7 14.1 >30
8 9.1 9.3
9 19.2 241
10 12.2 <0.49
11 8.0 3.1
12 >30 >30
13 2.2 9.7
14 >30 >30
DL- 3.1 7.4
penicilamina

Los compuestos son considerados inactivos cuando su ICsp es >30 (Jung et al., 2006).

Weecharangsan y colaboradores, (2006) determinaron la capacidad antioxidante de
GML por medio del ensayo de DPPH. Obtuvieron varios extractos de GML: en etanol al
50%, al 95%, en agua y en acetato de etilo. Todos presentaron propiedades
antioxidantes, pero el mas potente fue el extracto de etanol al 50%, seguido del extracto
de agua.
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Weecharangsan y colaboradores (2006) también evaluaron la capacidad
neuroprotectora ahora del extracto en agua y etanol al 50% de GML. Para esto se
realizaron dos protocolos; uno preventivo y otro simultaneo, ambos en células de

neuroblastoma NG108-15 y usando H,O, como agente oxidante.

Primeramente las células solo fueron tratadas con 200 uM de H;O; lo cual indujo la

pérdida de su viabilidad en un 50-60% con respecto a las controles.

Después se realizd el protocolo simultaneo, es decir se administré el extracto de GML
junto con el H,O; a las células y los resultados mostraron una proteccién significativa de
ambos extractos de manera dependiente de la concentracion del extracto en el intervalo

1-50 pg/ml, pero no a 100 pg/ml.

El protocolo de pretratamiento (se administré el extracto de GML previo al H,O2) mostré
un incremento significativo en la viabilidad de la célula después de haberla expuesto al
peréxido de hidrogeno, igualmente de manera dependiente de la concentracién 1-50
Mg/ml, pero no a 100 ug/ml, para ambos extractos. Los resultados sugieren que el

pretratamiento con GML previene el dafio ocasionado por el H,0».

Es importante resaltar que exposiciones altas de GML (100 ug/ml) provocan toxicidad
significativa en células en condiciones normales, resultando un decremento de la

capacidad atrapadora de radicales libres, asi también como su capacidad protectora.

Williams et al., (1995), demostraron que la a-mangostina disminuye la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) inducida por el radical peroxilo en plasma
humano. Disminuye también el consumo de a-tocoferol inducido por la oxidacion de
LDL.
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6.- El metotrexato (MT)

Es un farmaco antagonista del acido folico que pertenece a la clase de los

citotdxicos conocida como antimetabolitos.

Es usado para el tratamiento de enfermedades neoplasicas como: coriocarcinoma,
leucemia linfoblastica aguda, cancer de mama, canceres epidermoides de cabeza
y cuello, cancer de pulmén, linfoma no-Hodgkin, osteosarcoma y en oftras

enfermedades como: psoriasis y artritis reumatoide (Goodman et al., 1991).
Farmacocinética

A dosis inferiores a 30 mg/mz, el metotrexato se absorbe por completo en el tracto
gastrointestinal, pero por arriba de dicha dosis, la absorcion es incompleta debido
a fendbmenos de saturacion de transporte. El metotrexato puede ser inactivado
parcialmente en el intestino y en el higado, contribuyendo a que la
biodisponibilidad sea baja; de ahi que para las dosis altas se prefiera la via

intravenosa (Florez y Armijo, 1997).

Se distribuye en todo el organismo y penetra con dificultad y lentitud en los

liquidos pleural, ascitico y cefaloraquideo (Florez y Armijo, 1997).

Tiene un tiempo de vida media inicial de aproximadamente 2-3 h. (Goodman et al.,
1991)

Aproximadamente el 35% del metotrexato se encuentra unido a la albumina vy
puede ser desplazado por algunos farmacos, como sulfonamidas, salicilatos,

cloranfenicol, fenitoina y tetraciclina (Goodman et al., 1991).

El metabolismo del metotrexato en el higado es minimo, pero a dosis altas los
metabolitos se acumulan, esto incluye al 7-hidroximetotrexato que es nefrotdxico
(Chabner et al., 1982).

En varios tejidos sufre metabolismo intracelular, en donde una enzima llamada
folilpoliglutamatosintetasa une residuos de glutamilo a la molécula (Shane y

Cichowicz, 1987). Dado que estos poliglutamatos atraviesan con dificultad las
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membranas celulares, se crea un mecanismo de atrapamiento y es responsable
de la retencidén prolongada de metotrexato en algunos tejidos (durante semanas
en los rifiones; durante meses en el higado), aunque también estas pueden ser

reconvertidas a MT por hidrolasas (Chabner et al., 1985).

La retencion y accion farmacolégica prolongada de estos metabolitos varia en

diferentes tipos de tejidos, células y tumores.

Se excreta en forma casi inalterada por la orina; una pequefa cantidad por heces,
probablemente a través del tracto biliar. Se excreta por orina mediante una
combinacion de filtracién glomerular y secrecion tubular activa (Goodman et al.,
1991).

Farmacodinamia del metotrexato

El acido félico (FH2) (esquema 6.1) es un factor esencial en la dieta. Funciona
como cofactor en reacciones de transferencia monocarboxilica, pero para esto
debe ser reducido por la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) a tetrahidrofolato
(FH4). Fragmentos de un solo carbono se agregan enzimaticamente al FHs y
entonces este carbono puede ser transferido en posteriores reacciones de

sintesis.

El sitio primario para los analogos félicos como el MT (esquema 6.2) es la enzima
DHFR. La inhibicion de la enzima produce un agotamiento parcial de los
cofactores tetrahidrofolatos necesarios para la sintesis de novo de purinas vy
timidilato; también, debido a que en el metabolismo de estos folatos interviene la
sintesis de metionina y serina, estos dos aminoacidos se ven finalmente afectados

en su produccion, (ver esquema 6.3; Chabner et al., 1985).
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Esquema 6.1. Estructura quimica del acido Félico (FHy).
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Esquema 6.2. Estructura quimica de metotrexato.

Las flechas en el esquema 6.2 sefialan las diferencias quimico-estructurales del

metotrexato con respecto a el acido fdlico.

Las formas poliglutamadas del MT poseen afinidad por enzimas dependientes de
folatos y también pueden inhibirlas, tales como la timidilato sintasa (TS), 5-
aminoimidazol, ribonucleétido transformilasa (AICAR), glicinamida ribonucleétido
transformilasa (GAR) (Chabner et al., 1985), en el esquema 6.3 se presenta la ruta

metabdlica en la cual estan implicadas estas enzimas.
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Debido a su mecanismo de accioén producen la muerte de las células que estan en
la fase S del ciclo celular. Lo que le da cierta selectividad para las células
tumorales que estan en constante replicacion. Pero resulta téxico para las células
normales que también estan en division rapida, como las del epitelio intestinal y

las de la médula 6sea (Goodman et al., 1991).

-
- ﬁ n&m Biosintesis de
AMP nuclectidos de
PRPP —»—p—p GAR —p—p— AICAR ———IMP —q—< : purina
GMP
FH4(GLU), FH4(GLU),

: 5-Formil FH, (Glu),
10-Formil FHs (Glu)s ¢———» (Leucovorina) ¢

[ _

NADH 5-10- Metilen FH, (Glu),

1 Relacién entre
la timidilato
-Meti i FHz(GLU)A —— sintasa y el
5-Metil Gli §
FH4(GLU), metabolismo

de los folatos

FH.(GLU),

NADPH + H*
Homocisteina

Met

NADP* —

MT «—f—>» MT <— MT (GLU).

Extracelular L Intracelular

Esquema 6.3. Rutas metabdlicas que implican el mecanismo de accion del MT.
Dentro de un recuadro: enzima inhibida por MT; en dvalos: enzimas inhibidas por
pologlutamatos de MT; 1: serina transhidroximetilasa; 2: metionina sintasa;
3: metilen tetrahidrofolato reductasa.

» El nombre de los sustratos y/o productos enzimaticos y de enzimas

abreviados puede consultarse en el apartado de abreviaturas al inicio.
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4.4 Toxicidad general

Los principales efectos toéxicos del MT son mielosupresion, mucositis
gastrointestinal que aparecen de 3-7 dias después de la administracion y precede

a la mielosupresion, siendo ambas reversibles (Goodman et al., 1991).

Otros efectos toéxicos dependen de la forma de administracion: cirrosis,
osteoporosis, alopecia e inmunodepresion se han relacionado con la
administracién crénica de dosis bajas, mientras que alteraciones renales, vomitos

y dermatitis descamativa se han observado con dosis altas.

La aparicion de efectos toxicos depende de la concentracion extracelular que se
alcance y del tiempo de exposicidon, existiendo una concentracién y un tiempo de
exposicidon umbrales que varian para cada 6rgano diana. La toxicidad aparece
cuando se rebasan simultaneamente ambos umbrales, siendo tanto mas grave
cuanto mayor es el tiempo de exposicion por encima de la concentracion umbral
(Flores y Armijo, 1997).

Para la médula ésea y el epitelio gastrointestinal, las concentraciones plasmaticas
y el tiempo de exposicién umbrales son de 2 x10® M y de unas 42 horas,
respectivamente; para el rifidn se requieren 10~ M durante unas pocas horas;
para la piel y el cerebro también son necesarias concentraciones relativamente
altas (107> M), mientras que para el pulmén y el higado bastan concentraciones
mas bajas (de 10 a 10~ M), (Flores y Armijo, 1997).

La toxicidad aumenta cuando disminuye la depuracion renal, ya que dosis
relativamente pequefnas pueden originar y mantener niveles citotéxicos (Goodman
etal., 1991).
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IV.- Introduccion

El rindn es un 6rgano que desempena multiples funciones en el mantenimiento de
la homeostasis en la vida de los vertebrados. En el cuadro 1 se enuncian dichas

funciones.

Cuadro1. Funciones del rifidn

Funciones especificas

* Excrecion de desechos metabdlicos
* Mantenimiento del equilibrio hidro-electrolitico

Funciones en la que el rindn participa junto con otros érganos

* Regulacion de la presion arterial
o Diuresis, natriuresis
o Activacién del sistema renina-angiotensina
* Regulacion del pH
* Sintesis de eritropoyetina
» Sintesis de la forma activa de la vitamina D
* Gluconeogénesis

Representa el 0.4% del peso corporal de un humano y recibe el 21% del gasto
cardiaco. Es facil advertir que reciben una cantidad de sangre sumamente alta en

comparacién con otros érganos.

Este 6rgano estd expuesto a cantidades importantes de sustancias que se
encuentren en la sangre. En condiciones normales este hecho no afecta a dicho
organo, pero cuando el organismo se expone a tdxicos exdgenos (Xenobidticos),
téxicos endoégenos o farmacos, puede haber nefrotoxicidad y dependiendo del

tiempo de exposicion y de la cantidad, se pueden presentar diferentes patologias.

La necrosis tubular aguda, una forma de insuficiencia renal aguda intrinseca, es

una de ellas (Véase marco tedrico, capitulo 2).
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La importancia de una insuficiencia renal aguda deriva de las multiples funciones
que lleva a cabo el rindn, ademas de que presenta una morbilidad y mortalidad

considerable.

De ahi el interés por estudiar como mitigar este estado patologico, tomando como

base caracteristicas patofisioldgicas ocurridas durante el proceso.

Se han acumulado evidencias que sustentan la participacion fundamental de ERO
en el dafio isquémico y tdéxico que provoca una IRA (Pedraza-Chaverri y Medina.,
2008).

Las ERO tienen la capacidad de producir multiples efectos lesivos en las células
como resultado de su interaccidn con proteinas, ADN, carbohidratos y lipidos, (ver

marco teorico, capitulo 3).

La lesion por IRA afecta el sistema antioxidante enzimatico de defensa, dando
como resultado una disminucién significativa de los niveles tanto de SOD, como

de catalasa y glutatién peroxidasa en los rifiones.

En diversos modelos de IRA como los inducidos por cisplatino (Lau, 1999),
gentamicina (Pedraza-Chaverri et al., 2000) y dicromato de potasio (Barrera et al.,
2003), por mencionar algunos, se ha demostrado que la presencia de sistemas
antioxidantes pueden proporcionar cierta proteccion celular mitigando los dafnos y

a su vez reduciendo la gravedad de la IRA.

El MT, un farmaco antineoplasico ampliamente usado en algunos tipos de cancer
(Marco tedrico, capitulo 6) es primariamente excretado por el rifdn y puede
causar necrosis tubular aguda. Se sabe que el MT y el 7-OH-MT (metabolito
producido en el higado, ver marco teorico capitulo 6) pueden precipitar en los

tubulos renales y obstruirlos (Joerger et a /., 2005).

Se ha reportado que el MT puede causar lesion tubular directa, ya que se han

observado casos de necrosis tubular proximal (Brenner, 2000).

Devrim y colaboradores (2005) reportaron que las ERO estan implicados en la
patogénesis de la IRA que induce el metotrexato. Jahovic y colaboradores (2003)

reportaron que la administracion de metotrexato incrementa los niveles de
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malonaldehido. Se ha demostrado infiltracion de neutréfilos y estrés oxidante en el

dafio renal que provoca el metotrexato (Kolli., 20009).

Gronroos y colaboradores (2006), demostraron en estudios in vitro que el
metotrexato induce edematizacién de las células tubulares renales mediante la
activacion del mecanismo de transporte inverso del Na+/H+ en el tubulo distal
dando como resultado un incremento en el flujo de Na+ a las células y de la
secrecion de H+ a la luz del tubulo. Estas alteraciones en la regulacion del
volumen celular juegan un rol importante en el dafo celular tubular ya que dio

lugar a necrosis y a inflamacion intersticial.

Chelab y Majeed (2009) mostraron que rifiones de ratones tratados con MT a
dosis de 0.15, 0.2 y 0.3 mg/Kg durante 6 meses, presentaron cambios histolégicos
comparados con los ratones control; todos los grupos tratados con MT tenian
congestionados los tubos renales y el efecto fue mayor conforme la dosis
aumento. Los tubulos se encontraban dilatados, habia infiltraciones de linfocitos,
los rifones de los sujetos que recibieron la dosis mayor adicionalmente
presentaron degeneracion de los tubulos corticales caracterizado por desechos de

las células epiteliales exfoliadas en el lumen.

Por ultimo no se ha establecido si el MT ejerce un efecto consistente sobre la
arteriola aferente con vasoconstriccion, aunque este efecto se ha considerado en

algunos casos de nifios con osteosarcoma tratados con MT (Brenner, 2000).

La hidratacion antes del tratamiento, alcalinizacion de orina, contrarresta la
precipitacion del MT y su metabolito; También la vigilancia rutinaria de las
concentraciones séricas de MT postinfusional y el rescate guiado con leucovorina
(LV, marco tedrico capitulo 6, figura 3) ha disminuido la incidencia de intoxicacién

grave y potencialmente mortal.

Sin embargo cuando las concentraciones séricas de MT son persistentemente
superiores a 10-100 mM, altas dosis de LV no revierten por completo la toxicidad
del MT. La timidina puede ser utilizada en caso de toxicidad MT, pero debido a su
rapido aclaramiento debe ser administrada en altas dosis por infusién continua
(Goodman et al, 1991).
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La dialisis peritoneal no es eficaz, muy probablemente debido a una combinacién
de factores, como la unién a proteinas del MT de alto grado de ionizacion (Ahmad
et al, 1978). La hemodialisis y la hemoperfusién tienen una eficacia variable y por
lo general solo producen una disminucion transitoria de concentraciones
plasmaticas de MT. Los métodos alternativos para tratar la toxicidad del MT son

necesarios.

Sabemos que si causa necrosis o0 hay infiltrado de células blancas hay produccién
de ERO que a su vez también dafan al tejido contiguo contribuyendo a la

gravedad del estado patoldgico.

En este proyecto se pretende generar un modelo experimental de IRA inducida
con MT vy realizar una comparacién introduciendo un antioxidante durante el
transcurso del experimento, se determinara si existe efecto un preventivo o

reductivo de la IRA inducida con éste farmaco.

El antioxidante que se usara en éste experimento es el Xango. Es un suplemento
alimenticio, compuesto con puré de la fruta entera del mangostan y una
combinacién de otros jugos de fruta como manzana, uva, pera, arandano,
frambuesa y cereza; ademas de pectina, goma xantana y benzoato de sodio como

conservador.

Diversos usuarios del producto han descrito multiples beneficios, similares a los
que el fruto del mangostan posee; sin embargo no se ha comprobado del todo, ya
que se han realizado pocos estudios, como el que llevd a cabo Gonzales
Cuahutenco (2007), donde probd la capacidad antioxidante del Xango. En dicho
estudio se demostré que puede atrapar al HOCL, al O;” y al ONOO" y comparado

con el extracto de la cascara de mangostan, este ultimo resulté mas efectivo.

Ya que el fruto del mangostan se cosecha principalmente en el sureste de Asia, es
poco accesible para el resto del mundo, pero al menos podemos aprovechar
algunas de sus multiples propiedades benéficas por medio del Xango, que es

comercializado en diversos paises.
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V.- Hipoétesis

Debido a que el estrés oxidante participa en el desarrollo de una IRA, la
administracién de jugo de mangostan, el cual posee propiedades antioxidantes
sera capaz de prevenir o disminuir la gravedad de éste padecimiento que sera

inducido con metotrexato.

VI.- Objetivo general

Investigar si el jugo mangostan previene o reduce la IRA mediante la

disminucién del estrés oxidante producido por el metotrexato.

Objetivos particulares

* Corroborar la nefrotoxicidad del metotrexato.

» [Establecer un modelo de IRA inducida con metotrexato en ratas.

* Evaluar el efecto protector del jugo de mangostan (Xango) en la IRA.

* Evaluar las enzimas antioxidantes.

 Determinar si el jugo de mangostan tiene alguna influencia en la

lipoperoxidacion ocurrida durante la IRA.
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VIl.- Materiales y métodos

1.- Sujetos experimentales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar entre 250-300 g de peso, se
mantuvieron en jaulas metabdlicas (NALGE COMPANY) bajo condiciones
estandar de temperatura a 24+1°C con ciclos artificiales de luz-oscuridad de 12 h.
El alimento (RODENT LABORATORY CHOW) y el agua (ad libitum) se

proporcionaron durante todo el experimento.

2.- Farmaco y antioxidante

El metotrexato se comprd en farmacias especializadas. Se utilizé metotrexato de
Asofarma, es un liofilizado que contiene 500 mg del farmaco. La solucion
inyectable de MT se prepard el mismo dia de su uso con agua destilada hasta
obtener la concentraciéon requerida.

El jugo de mangostan fue obtenido comercialmente de la marca Xango y se

administré luego de centrifugarse 10 min a 3000 xg.

3.-Reactivos

Para las determinaciones de creatinina en suero, depuracion de creatinina y
nitrogeno de urea en sangre (BUN) se emplearon kits comerciales de SPINREACT
de Ctra. Coloma, Girona, Espana. El acido tiobarbiturico, el tetrametoxipropano, el
mesilato de deferoxamina, nitroazul de tetrazolio, el NADPH, el hidroxi touleno
butilado (BHT), la glutation reductasa, el glutation reducido, la albumina sérica
bovina, el reactivo de Folin, el carbonato de sodio, el p-nitrofenol-N-acetil--D-
glucosaminado, la xantina, la xantina oxidasa fueron de SIGMA-ALDRICH de St.
Louis, USA. EIl etanol, el fosfato de potasio monobasico, el fosfato de sodio
dibasico, el butanol, la piridina, el acido clorhidrico, el tartrato de sodio potasico, el
peréxido de hidrégeno, el sulfato de amonio, el sulfato cuprico, el cloruro cuprico y
la sal disédica del acido etilendiamino tetraacético fueron de JT BAKER del edo.

de México, México.
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4.- Muestras

4.1 Orina. La orina se recolect6 en intervalos de 24 h. Se centrifugaron a 1000 g
por 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga Hettich Zentrifugen EBA 20.

Se tomaron alicuotas de 1 mL y se conservaron a -20°C en tubos eppendorf.

4.2 Suero. Después de sacrificar a las ratas, se recolectd su sangre en tubos de
ensayo. Después de que coagularon, se despegd el coagulo y las muestras se
centrifugaron a 1000 g por 10 min a temperatura ambiente y se tomaron alicuotas

de 1 mL que se conservaron en microtubos.

4.3 Rinones. Fueron extraidos de las ratas, se les realizd un corte transversal y se

mantuvieron a -20°C en papel aluminio.

4.4 Homogenizado para el ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Se tomaron 0.05 g de tejido renal, que se obtuvo a partir de un
corte transversal a la altura del hilio. Se colocé en 0.425 mL de amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 7.4 que contenia 0.025 mL de hidroxi touleno butilado (BHT) 0.1
M. Se licu6 con un homogenizador tipo politron PT 10-35 durante 20 s y se

congelaron hasta su uso.

4.5 Homogenizado para determinacion de la actividad enzimatica. Se preparo
en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, triton 1%, empleando el
homogenizador durante 20 s. Después las muestras se sometieron a

centrifugacion en una microcentrifuga Beckman a 15 000 x g durante 1 h a 4°C.

5.- Diseno experimental

5.1 Modelo de insuficiencia renal inducida con metotrexato

Se realizaron diferentes protocolos para probar varias dosis (20, 65, 75, 100, 125y
150 mg/Kg de peso) de metotrexato. En cada protocolo se incluyd un grupo de
ratas control a las cuales no se les administr6 farmaco. Cada grupo estuvo

formado por 3 ratas control y 4 experimentales.
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Los animales se pesaron diariamente y se recolecto la orina de cada 24 h. El MT
se administré en el dia cero y las ratas se sacrificaron por decapitacién el dia 2. Se
recolectd su sangre, a partir de la cual se obtuvo el suero.

A partir de estas dos muestras biolégicas se determiné BUN, creatinina en suero,

depuracion de creatinina y proteinas totales en orina.
5.2 Influencia del jugo de mangostan (MG) en la IRA inducida con MT

Se formaron 4 grupos experimentales de 3 ratas cada uno. En la tabla 1 se puede
observar el tratamiento que se le dio a cada grupo. La via de administracién de MT

y MG fue intraperitoneal.

La tabla 2 describe las actividades realizadas cada dia. La orina de las ratas de
cada 24 h y los rifiones obtenidos se guardaron en congelacién para su posterior
analisis. A partir de estas dos muestras biolégicas se determinaron el BUN, la
creatinina en suero y la depuracion de creatinina, actividad de enzimas
antioxidantes en rifidn (catalasa, SOD y GPx) y el ensayo de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARS).

Tabla1. Indicaciones para el tratamiento de cada grupo

Grupo Tratamiento Dosis (Se administré por via Dias de
intraperitoneal) administracién
1 Control (CT) - -
2 Metotrexato (MT) 100 mg/kg 0
3 MG + MT 3 ml/Kg (MG) -1,0,1y 2 (MG)
+ 100 mg/kg (MT) 0 (MT)
4 Mangostan (MG) 3 ml/Kg -1,0,1y2
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Tabla 2. Actividades realizadas durante el protocolo

Dia

Actividad

-Pesar ratas

-Administrar MG

-Pesar ratas

-Administrar MG

-Administrar MT

-Pesar ratas
-Administrar MG

-Colocar a las ratas en las cajas metabdlicas

-Pesar ratas
-Administrar MG

-Obtener muestras de suero sanguineo por medio de un corte en la punta

de la cola

-Recolectar muestras de orina

-Pesar ratas
-Recolectar muestras de orina
-Sacrificar ratas
-Recolectar sangre

-Extraer rifiones
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6.- Marcadores de funcion renal

6.1 Creatinina en suero.

Se determind por un método colorimétrico-cinético mediante la reaccion de Jaffé.
El acido picrico en medio alcalino forma con la creatinina un complejo llamado
picrato de creatinina de color naranja rojizo brillante que absorbe a una longitud de
onda de 500 nm.

El espectro se ajusto a cero con un blanco de agua destilada. Posteriormente se
leyd un estandar de creatinina de 2 mg/dL y a continuacion las muestras de suero
como se indica: en una celda de cuarzo se adicioné 50 uL de muestra (estandar o
suero) y 500 uL de mezcla de reaccién (acido picrico 17.5 mM e hidréxido de

sodio 0.29M, 1:1), se leyo en el espectro la absorbencia a los 0, 30, 60 y 90 s.

La cantidad de creatinina se obtuvo realizando un cociente de la diferencia de
absorbencia de la muestra a los 90 s y a los 60 entre la diferencia de absorbencia
del estandar a los 90 s y a los 60 s y multiplicando por la concentracién del

estandar.
6.2 Depuracion de creatinina

Se cuantificé la creatinina en suero y en orina con el método de Jaffé. Se realizd

una dilucion 1:50 de la orina para realizar la cuantificacion.

Se calculé la depuracién de creatinina usando la siguiente férmula:

[C reaOrina] x VOrina

(mL /min) [CreaSuer()] x 1440

Dénde:
[CreaOrinal es la concentracion de creatinina en orina (mg/dL)

[CreaSuero] es la concentracidn de creatinina en suero (mg/dL)
Vorina es el volumen de orina de 24 h (mL)

1440 son los minutos que hay en 24 h
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6.3 Nitréogeno de urea en sangre

Se utilizé un método enzimatico acoplado, en el cual se llevaron a cabo las

siguientes reacciones:

NH,
ureasa
H,0 + 0= —— = (NH,),CO,
NH,
GLDH
NH4* + «a cetoglutarato + NADH p H:0 + NAD* + Glutamato

Dénde:

* GLDH, es la glutamato deshidrogenasa

La velocidad de esta segunda reaccion es dependiente de la primera y puede
medirse por la velocidad de conversion de NADH a NAD+ con el cambio de
absorbencia a 340 nm.

La disminucion de la NADH es proporcional a la concentracién de urea de la

muestra.

En una celda se adicion6 5 uL del suero y 500 uL de la mezcla de reaccién (R1:
TRIS pH7.8, 80 mM + a-cetoglutarato 6 mM + ureasa 75000 U/L; R2: GLDH
60000 U/L + NADH 0.32 mM; 4:1). Se ajusto a cero con un blanco de agua
destilada, y se tomaron lecturas a los 0, 30, 60 y 90 s. Primero se ley6 un estandar
de urea de 50 mg/dL y posteriormente las muestras de suero. La urea se
determiné calculando el cociente de las diferencias de absorbencia de 30 sy 90 s
de la muestra entre el estandar y multiplicando por la concentracién de éste ultimo.
Finalmente para obtener el BUN se dividié entre 2.14, factor que indica la cantidad

de nitrégeno por molécula de urea.
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7. Evaluacion del sistema antioxidante enzimatico del rifién

7.1 Catalasa

Se determiné por el método de Aebi (1984). En una celda de cuarzo se
adicionaron 25 uL del homogenizado diluido 1:10 en amortiguador de fosfatos 10
mM, pH 7. Se mezclé con 725 uL de H,O, 3 mM en amortiguador de fosfatos 10
mM. Se hicieron lecturas a 240 nm a los 0, 15 y 30 s. Se tom6 como reaccién de

primer orden con una constante k como una unidad de actividad de catalasa.

k = 1(2.3 x Log A')
0

t

Donde A1y A2 son las absorbencias a los 15 y 30 s respectivamente.
Finalmente la actividad se dividid entre la cantidad de proteina total afiadida a la

muestra leida, previamente calculada por el método de Lowry y col (1959).

7.2 Glutatién peroxidasa (Gpx)

Se empled el método de Lawrence y Burk (1976), es una determinacién acoplada
e indirecta, ya que se determina a 340 nm el NADPH que se va consumiendo
durante la reaccién (2), el cual es directamente proporcional a la actividad de la

GPx. En la reaccion (2) G reductasa se refiere a la enzima glutatién reductasa.

Gpx

H.O. + GSH ) GSSG + H-O (1)

G reductasa

GSSG + NADPH + H » GSSG + NADP+ (2)
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Se hizo una dilucién del homogenizado 1:60 con amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7.0. Se tomaron 100 uL de la dilucién que se mezclaron con 800 ulL.

De la mezcla de reaccion (fosfato de potasio 50 mM pH 7, EDTA 1 mM, azida de
sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, 1 unidad de glutatién reductasa/mL, glutation
reducido 1 mM) y se dejaron incubar por 5 min. Se prepard un tubo para la
actividad inespecifica, agregando amortiguador de fosfatos en vez de la muestra.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se colocaron 0.1 mL de solucién sustrato (2
uL de HyO, al 30% + 10 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7) en una
celda de cuarzo y se mezclé con los 900 ulL previamente incubados que contenian
la muestra. El espectro se ajust6 a cero con un blanco de amortiguador de fosfatos
50 mM. Se calcularon las U/mg de proteina. Donde U=1 umol de NADPH oxidado

en un minuto.

7.4 Superoxido dismutasa (Total)

La actividad de SOD se determind por medio de la reduccion de NBT (Oberley y
Spitz, 1984). Se prepard una solucion de xantina oxidasa con una concentracion
de 168 U/L y una mezcla de reaccion que contenia en concentracion final: xantina
0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM, ASB 0.006% y carbonato de sodio 4
mM. Se colocaron 2.45 mL de mezcla de reaccion en dos tubo de ensayo y se
mantuvieron a 27°C. Posteriormente se adicionaron 0.5 mL del homogenizado
renal diluido 1:1200 con agua, e inmediatamente la reaccion se inicié con 50 uL de
solucion de xantina oxidasa. Se prepard un blanco con los mismos reactivos, pero
en lugar de xantina oxidasa se agreg6 agua. De manera simultanea, se prepard un
blanco que contenia xantina oxidasa, pero sin el homogenizado. Todos los tubos
se incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Al termino de esta se adiciond
cloruro cuprico 0.8 mM y se leyd la densidad éptica a 560 nm. Los datos se
expresaron como U de SOD/mg de proteina. Una unidad de SOD se define como

la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la reduccién de NBT.
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8. Evaluacion del estrés oxidante

8.1 Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Se basa en la reaccion existente entre las sustancias producidas como resultado
de la lipoperoxidacion lipidica y el acido tiobarbiturico (TBA) bajo condiciones de
calentamiento y bajo pH, el resultado es la formacién de un cromégeno rosa.

Se colocd lo equivalente a 0.5 mg de proteina de cada muestra en tubos de vidrio
(para esto se realiz6 previamente la determinacion de Lowry para medir la
cantidad de proteina en el homogenizado) y se llevo el volumen a 100 uL con
amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se anadieron 500 uL de solucién
TBA/HC/TCA/DFO (Acido tiobarbiturico/acido clorhidrico/acido
tricloroacético/mesilato de deferoxamina) a cada uno de los tubos (incluidos el
blanco y los estandares para una curva patrén de MDA) y se agitaron en vortex.
Después se colocaron por 10 min en bafo de agua hirviendo. Después se
afiadieron 0.5 mL de butanol-piridina (15:1 v/v) a cada tubo con muestra. Se
volvieron a agitar en el vortex. Posteriormente se centrifugd a 3, 000 xg 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 interpolan en la curva patrén de

MDA. Se calcularon los nmol de MDA/mg de proteina.

9. Cuantificacion de proteinas. Esta determinacion se realizé por el método

colorimétrico de Lowry y col. (1951).

10.- Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa Prism 3.02 (Graphpad, San Diego, CA)
por analisis ANOVA, y comparaciones multiples con el pos test Dunnete. Un valor

de P<0.05 se consideré como significativo.
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VIil.- RESULTADOS Y ANALISIS
* Modelo de insuficiencia renal inducida con metotrexato

La busqueda de datos sobre la insuficiencia renal en ratas Wistar no es amplia ni
concluyente. Por tanto se probaron diferentes dosis de metotrexato (20, 65, 75,
100, 125 y 150 mg/Kg) para determinar la dosis adecuada para inducir la
insuficiencia renal en las ratas de esta cepa. La dosis de 20 mg/Kg no genero
dafio funcional renal. Las dosis de 65 y 75 mg/kg, indujeron IRA en algunos
animales. Sin embargo no todos los animales se enfermaron y por tanto no existio
diferencia significativa vs. el grupo CT. La dosis de 150 mg/Kg resulté ser fatal
para los sujetos experimentales. Por lo que ninguna de las dosis anteriores fue
adecuada para un modelo de insuficiencia renal aguda. Las dosis de 100 y 125
mg/Kg (MT 100 y MT 125) indujeron IRA y los resultados se presentan a

continuacion.

Curso del peso normalizado
120~

- MT 100
—A— MT 125
1004 = - CT
80=
60-
0 1 2
Dia

Figura 1. Se tom6 como un 100% el peso inicial de cada rata y se us6 como
referencia para comparar las variaciones de peso de cada rata conforme a los
dias. Grupos CT: control, 100: grupo experimental que recibié dosis de 100 mg/Kg
de peso de metotrexato. 125: grupo experimental que recibid dosis de 125 mg/Kg
de peso de metotrexato. Promedio + EEM. n=3-4. * P< 0.05 vs CT.
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En la figura 1 se observa que el tratamiento con metotrexato influye en el peso
corporal. Las ratas de los tres grupos no presentan variaciones en el peso en el
dia 0 y 1. Pero para el dia dos el grupo de MT125 presenta una tendencia a la
baja y con respecto a los demas grupos, este si muestra una diferencia

significativa.

Evaluacioén de la IRA

La IRA fue evaluada mediante la determinacion de BUN, de creatinina en suero y

de depuracion de creatinina, realizadas en el dia 2.

Se realizaron estas tres determinaciones ya que en conjunto nos brindan un
panorama mas confiable sobre la funcidon de filtrado del glomérulo.
Aproximadamente el 40% de la urea es reabsorbida en el sistema tubular.
Actualmente se sabe también que la creatinina es secretada y reabsorbida en
pequefisimas cantidades en el sistema tubular, por lo que para tener una mejor
representacion de la funcion glomerular se hizo una correlacion de la filtracion de

estas dos moléculas.

En la figura 2, la grafica de BUN muestra una tendencia en orden creciente
comenzando por el grupo: CT, seguido del grupo 100 y finalmente con el de 125.
Esto significa que el BUN aumenta conforme aumenta la dosis de MT, mientras
que el grupo CT muestra un BUN aun menor que la dosis mas baja de MT. Sin
embargo estadisticamente no hay diferencia significativa. Por lo tanto este

parametro por si solo no determina la IRA.

La grafica de creatinina en suero esta indicando que la creatinina se esta acumu-
lando en el suero de los dos grupos experimentales (100 y 125), ya que los niveles

de ésta molécula estan significativamente sobre los niveles del grupo control.

En cuanto a la grafica de depuracién de creatinina se aprecia una significativa
disminucién de la filtracion de creatinina para los grupos experimentales (100 y
125) con respecto al grupo control. Estos datos son congruentes con los de la
grafica 2.2, ya que si no se esta llevando a cabo la filtracion, la creatinina

comienza a acumularse en el suero tal como lo muestra dicha gréfica.
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De acuerdo a la definiciéon de IRA (ver marco teérico, capitulo 2, p-10) podemos

entonces admitir su existencia en los grupos experimentales a los que se

administré MT a concentraciones de 100 y 125 mg/Kg de peso.

BUN
(mg/dL)

Depuracion de

Creatinina en suero

creatinina

(mg/dL)

(ml/min)

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+

0.1+
0.0-

0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
044
0.3+
0.2+
0.1+
0.0-

—]
CcT 100 125
a a
—
CcT 100 125
a
a
—
CT 100 125
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Figura 2. Marcadores de insuficiencia renal aguda. 1) Nitrégeno de urea en
sangre (BUN), 2) creatinina en sangre y 3) Depuracién de creatinina. Grupos CT:
control, 100: grupo experimental que recibié dosis de 100 mg/Kg de peso de
metotrexato. 125: grupo experimental que recibié dosis de 125 mg/Kg de peso de
metotrexato. Promedio + EEM. n=3-4. a: P< 0.05 vs CT.

Para los experimentos que se realizaron posteriormente se decidié manejar la
dosis de 100 mg/kg peso debido a que produce IRA y a que con respecto a la
dosis de 125 mg/kg de peso, no hay diferencia entre los marcadores de dano

renal.
* Influencia del jugo de mangostan (MG) en la IRA inducida con MT

Se decidié evaluar los parametros de IRA en el dia 2 como se realizé en el
protocolo anterior y ademas también para el dia 3, esto para observar si la IRA

aumentaba o se revertia.

Se evalud el peso corporal durante el experimento para observar si existia

diferencia en éste paramentro en los diferentes grupos.

Se determind el BUN, la creatinina en suero y la depuracion de creatinina para

determinar la influencia del jugo de mangostan en el IRA que produce el MT.

Se evaluaron los niveles de actividad del sistema antioxidante enzimatico que

incluye a la SOD, GPx y catalasa.

Finalmente se hizo un TBARS que consiste en cuantificar sustancias reactivas al

acido tiobarbiturico que son producto de la lipoperoxidacion.

La dosis de jugo de mangostan usada fue de 3 mL/Kg. La dosis de MT usada fue

de 100 mg/kg de peso corporal.

En la figura 3 se observa que el grupo CT se mantuvo estable para los dias -1, 0y
1, pero para el dia 2 hay un ligero aumento y que es aun mayor para el dia tres. El
grupo de MG se mantiene casi estable a lo largo de los tres dias. El grupo de MT y
de MG+MT presentan tendencias parecidas, su peso comienza a disminuir a partir

del dia cero y esto continua hasta el dia 3.
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Curso del peso normalizado

110+
— MG + MT
—&— MG
100- ¥ MT
——CT
90- .

Dia

Figura 3. Curso del peso corporal normalizado. Se tomé como un 100% el
peso inicial de cada rata y se usé como referencia para comparar las variaciones
de peso de cada rata conforme a los dias. Grupos CT: control, MT: grupo que
recibido 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que recibié una dosis de 3

mL/Kg de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que recibié mangostan y

metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8 *P< 0.05 vs CT.

En la figura 4, en el dia dos se observa que los niveles de BUN entre los grupos
son iguales entre si, por lo tanto podemos decir que la urea no se esta
acumulando en la sangre. En contraste con el dia tres, el grupo de MT aumenta en
comparacién con el grupo CT y con MG que continuan mantienendo sus niveles
de BUN. De acuerdo a acumulacion de BUN del dia dos al dia tres en el grupo MT
se puede dilucidar una IRA en los animales. Para el grupo MG+MT presenta
aumento de BUN del dia 2 al dia 3, sin embargo estos cambios no son

significativos con respecto a los grupos CT y MG.
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Figura 4. Influencia del jugo de mangostan en la IRA inducida con
metotrexato. Nitrégeno de urea en sangre (BUN) del dia 2 y 3. Grupos CT:
control, MT: grupo que recibié 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que
recibié una dosis de 3 mL/g de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que
recibid mangostan y metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8. a P< 0.05 vs MT, b P<
0.05vs CT.
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En la figura 5, en el dia dos, se observa que los niveles de creatinina en el grupo
MT aumentan comparado con los grupos CT y MG. EI grupo MT+MG tiene un
ligero aumento, pero el analisis estadistico indica que es igual a los grupos CT y
MT, esto nos indica que existe proteccion parcial. En el dia 3, se puede ver que los
niveles de creatinina en suero se elevaron en el grupo de MT. En el grupo de
MT+MG la creatinina en suero se muestra igual al de el grupo CT., esto nos indica

que hay una proteccién total por parte del jugo de mangostan.

La figura 6 se observa que la depuracién de creatinina en el dia 2 y 3. Situandonos
en el dia 2 vemos que es considerablemente mas baja en los grupos MG+MT vy
MT comparada con los grupos MG y CT. Para el dia 3, los grupos CT y MG
mantienen sus niveles de depuracion. La depuracién del grupo de MT tendio a
disminuir aun mas que en el dia 2. La depuracion del grupo MG+MT muestra un
ligero aumento respecto al dia 2. El andlisis estadistico revela que hay diferencia
entre los grupos MT y MT+MG y entre los grupos CT y MT+MG, lo cual evidencia

que el jugo de mangostan esta ejerciendo proteccion parcial.

Estos resultados muestran con seguridad una IRA establecida en el grupo MT,
que del dia 2 a el dia 3 tendié a empeorar y claramente se aprecia que aunque el
grupo MT+MG elevo sus niveles de creatinina y disminuyé su depuracién en el dia
dos, muestra una tendencia diferente a el grupo MT hacia el dia 3, ya que se

comporté como el grupo CT y MG.

Es importante resaltar que el jugo de presenta un efecto protector contra la IRA

que claramente se aprecia en el dia 3.
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Figura 5. Influencia del jugo de mangostan en la IRA inducida con
metotrexato. Creatinina en suero del dia 2 y 3. Grupos CT: control, MT: grupo que
recibido 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que recibié una dosis de 3
mL/Kg de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que recibié mangostan y
metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8. a P< 0.05 vs MT, b P< 0.05 vs CT.
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Figura 6. Influencia del jugo de mangostan en la IRA inducida con
metotrexato. Depuracion de creatinina del dia 2 y 3. Grupos CT: control, MT:
grupo que recibié 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que recibidé una
dosis de 3 mL/Kg de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que recibid
mangostan y metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8. a P< 0.05 vs MT, b P< 0.05 vs
CT.
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* Evaluacion de la actividad del sistema antioxidante enzimatico

Para la determinacion de esta actividad se emple6 un homogenado de rifidén

obtenido del dia tres.

En la figura 7 en la grafica de actividad de la catalasa se observa que el
metotrexato afecta los niveles de actividad de esta enzima. El grupo MG+MT
presenta un nivel de actividad mas bajo y estadisticamente diferente al de los
grupos MG y CT y que ademas es igual al grupo MT. Por lo tanto es claro que el
metotrexato disminuye la actividad de la catalasa y que el jugo de mangostan no

es capaz de prevenir esta disminucion.

Las graficas de actividad de la SOD y de la GPx nos dicen dos cosas: 1.- La
administracion de MT no influye en los niveles de estas enzimas, y 2.-Los
animales tratados con jugo de mangostan no presentaron diferencias en los

niveles de estas dos enzimas con respecto a el grupo CT.
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Figura 7. Evaluacion del sistema antioxidante enzimatico. 1) Catalasa, 2)
Glutatién peroxidasa, 3) Superdxido dismutasa. Grupos CT: control, MT: grupo
que recibié 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que recibié una dosis
de 3 mL/g de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que recibié mangostan
y metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8. a P< 0.05 vs MT, b P< 0.05 vs CT.
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e Evaluacion del estrés oxidante

Se realiz6 un TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico), que consiste
en determinar los niveles de malonaldehido que es producto de la peroxidacion

lipidica mediante la reaccion con acido tiobarbiturico.

200 g.'b _tl)_
= 2N\
" £ a = \ a
g o 100 - ] N .:: =
CIT MIT MG*I'MT MIG

Figura 8. Evaluacion del estrés oxidante. TBARS. Grupos CT: control, MT:
grupo que recibié 100 mg/kg de peso de metotrexato, MG: grupo que recibidé una
dosis de 3 mL/g de peso de jugo de mangostan. MG+MT: grupo que recibid
mangostan y metotrexato. Promedio + EEM. n=3-8. a P< 0.05 vs MT, b P< 0.05 vs
CT.

En la figura 8 se observa un aumento de TBARS en el grupo MT y en MG+MT en
comparacién con el de MG y CT. Estos resultados indican que el metotrexato
produce peroxidacion lipidica y que el jugo de mangostan no ejerce proteccion

contra este dano oxidativo.
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Resumen de resultados

* El metotrexato causa IRA a dosis de 100 y 125 mg/Kg de peso y resulta ser
fatal a 150 mg/Kg de peso en ratas Wistar macho.

* La IRA por metotrexato con una dosis de 100 mg/kg es mas severa en el
dia 3 que en el dia 2.

* El jugo de mangostan previene la disminucion de la filtracion glomerular, el
aumento de creatinina y BUN en suero inducidos con el metotrexato a dosis
de 100 mg/kg de peso en ratas.

* El metotrexato inhibe la actividad de la enzima catalasa, por lo que es una
posible causa de generacién de estrés oxidante.

* El metotrexato no afecta la actividad de las enzimas SOD y GPx.

* El mangostan no previene la disminucién de la actividad de la catalasa
inducida con el metotrexato.

* La administracién de metotrexato en ratas aumenté la peroxidacion lipidica.

* Eljugo de mangostan no previno la peroxidacion lipidica.

IX.- Conclusiones

* El metotrexato causa IRA a ratas wistar macho a dosis de 100 y 125 mg/Kg

de peso.

* El jugo de mangostan es capaz de prevenir parcialmente la IRA inducida

con metotrexato.

* El metotrexato causa la disminuciéon de la actividad de la catalasa y no

afecta los niveles de actividad de SOD y de GPx.

* El jugo de mangostan no ejerce influencia sobre las enzimas antioxidantes:
CAT, SOD y GPx.

* Eljugo de mangostan no previene la lipoperoxidacion lipidica.
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