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RESUMEN 
 
Antecedentes: La ficocianina (FC) es un nutracéutico antioxidante de origen 

proteico empleado en la formulación de diversos alimentos. Posee diversas 

propiedades, entre ellas la de anti-oxidante. Por otra parte, el cisplatino (CP) es un 

antineoplásico empleado en todo el mundo para el tratamiento de tumores, 

desafortunadamente induce daño renal en un 30% de los pacientes. Uno de los 

mecanismos involucrados en el daño renal es el estrés oxidante, por lo tanto el 

consumo de antioxidantes puede ser relevante para atenuar este daño.  

 
Justificación: El CP es un fármaco eficaz en el tratamiento de tumores sólidos. 

Sin embargo, su efecto secundario más importante es la nefrotoxicidad 

relacionada con el estrés oxidante. De esta manera y considerando que la FC es 

un nutracéutico con capacidad antioxidante, se propone que este compuesto 

puede reducir los efectos nefrotóxicos del CP. Nuestro estudio contribuirá a la 

búsqueda de compuestos de origen natural que puedan emplearse para prevenir 

el daño renal inducido por CP.  

 
Hipótesis: Si la FC atenúa el estrés oxidante y las alteraciones mitocondriales, 

entonces su administración reducirá la nefrotoxicidad inducida por CP en ratones 

CD-1.  

 
Objetivo general: Determinar si el nutracéutico FC protege contra el daño renal 

inducido por cisplatino en ratones CD-1 e investigar el mecanismo de acción 

mediante la determinación de enzimas antioxidantes, el daño oxidante y la función 

mitocondrial.  

 

Resultados: La FC empleada presentó actividad antioxidante in vitro contra 

peroxinitrito, oxígeno singulete, peroxilo, hidroxilo, superóxido y peróxido de 

hidrógeno. En ratones CD-1, la FC previno el daño renal por CP de manera dosis-

dependiente (5-30 mg/kg i.p.). Dicho daño se evaluó mediante la medición de 

creatinina, nitrógeno de urea plasmática (BUN) y por estudios histológicos. La FC 
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redujo los marcadores de estrés oxidante empleados (contenido renal de 

malondialdehído, 4-hidroxinonenal y proteínas oxidadas). Se encontró que la FC 

previno la disminución de la actividad de enzimas antioxidantes: glutatión 

reductasa (GR), glutatión-S-transferasa (GST) y catalasa (CAT). Los datos de 

oximetría de los grupos: testigo, FC (30 mg/kg i.p.), CP (22 mg/kg i.p.) y FC+CP 

revelaron que la FC previene la disfunción mitocondrial evaluada tanto con 

malato:glutamato como con succinato, como sustratos; atenuó la reducción del 

índice del coeficiente respiratorio (ICR). El pre-tratamiento con FC previno la 

pérdida del potencial de membrana, la reducción del manejo de calcio 

mitocondrial, redujo el daño oxidante (actividad de aconitasa, contenido de 

glutatión reducido), además previene la reducción de la actividad de enzimas 

antioxidantes mitocondriales (GPx y CAT).  

 
Conclusión: El nutracéutico FC previene el daño renal y la disfunción mitocondrial 

inducidos por CP en ratones CD-1. El efecto protector de la FC en el modelo in 

vivo, se asoció con la actividad antioxidante de la FC contra las especies  

inducidas por CP. La protección de la FC en los ratones CD-1 se asoció con la 

atenuación del estrés oxidante y la prevención en la pérdida de la actividad 

antioxidante tanto en el riñón como en las mitocondrias renales.  
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1 INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Alimentos funcionales 
En diversos estudios se ha demostrado la relación entre los alimentos y la salud 

(Jones y Varady, 2008; Rudkowska y Jones, 2007). De este modo se ha 

observado un interés mayor en el área de interacción alimentos-salud o de los 

alimentos funcionales y la búsqueda de productos naturales lo que lleva a altas 

ventas a nivel internacional (Bech-Larsen  y Scholderer, 2007). 

 

La investigación de estos alimentos surgió en Japón, país que sigue siendo el 

principal innovador. El término alimento funcional define a un grupo de alimentos 

con propiedades benéficas para la salud que van más allá de las claramente 

adscritas a los nutrientes que contienen (Quinna et al., 2013; Ferguson, 2009; 

Jones y Varady, 2008).   

 

Éstos tienen la característica general de contener nutracéuticos, término que 

resulta de la combinación de nutrición y farmacéutico, son sustancias naturales 

bioactivas presentes usualmente en los alimentos y que tomadas en dosis 

superiores a la existente en ellos, tienen un efecto favorable sobre la salud (Gil-

Chávez et al., 2013).  

 

Actualmente es aceptado el papel los nutracéuticos en la prevención, tratamiento 

y/o reducción del riesgo de padecer algún tipo de enfermedad (Lobo et al., 2010; 

Schroeder, 2007). Un grupo de estos nutracéuticos son los antioxidantes. 

 

1.2 Antioxidantes y especies reactivas de oxígeno  
Un antioxidante retrasa o inhibe significativamente la oxidación de moléculas 

(González et al., 2009). Uno de los mecanismos de acción de estos compuestos 

es aquél en que la molécula antioxidante, al reaccionar con un radical libre de 

oxígeno o de nitrógeno, le cede un electrón, que se oxida a su vez y se transforma 

en una molécula o radical libre menos reactivo.  
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Es importante mencionar que dichos compuestos pueden adquirirse a través de la 

dieta o sintetizarse in vivo. Estos últimos son proteínas que remueven especies 

reactivas de oxígeno (ERO) y otras especies, como es el caso de las enzimas 

antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión 

peroxidasa (GPx), etc. 
 

Las ERO son compuestos, que pueden o no ser radicales libres en las cuales el 

oxígeno está parcialmente reducido (Halliwell y Gutteridge, 2010).  
 

Por otra parte, un radical libre es cualquier especie que contiene uno o más 

electrones desapareados dentro de su estructura (Halliwell y Gutteridge, 2010). 

Dichos compuestos se representan colocando un punto sobre el símbolo del 

átomo que contiene el electrón desapareado y generalmente, son sustancias 

altamente reactivas que intentan completar sus electrones tomándolos de otros 

compuestos, causando su oxidación. Por lo anterior, se les denomina oxidantes 

(Ďuračková, 2010; Konigsberg, 2008).  
 

En la reducción univalente del oxígeno, las ERO se forman con la adición de un 

electrón a una molécula de oxígeno produciendo a su vez especies parcialmente 

reducidas las cuales pueden reaccionar para producir otras ERO (Figura 1). 

O2
e-

O2
.- H2O2

OH.
H2O

Dioxígeno Anión 
superóxido

Peróxido 
de 

hidrógeno

Radical 
hidroxilo

Agua

e- e- e-

2H+

+
OH-

2H+

 
Figura 1. Formación de ERO por la reducción univalente del oxígeno (tomado de Halliwell y 

Gutteridge, 2010). 
 

 

Es importante mencionar que las ERO en concentraciones bajas tienden a 

estimular el crecimiento de las células, funcionan como señales que determinan 

respuestas fisiológicas de adaptación al medio ambiente y son indispensables 
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para la diferenciación celular y para la muerte celular programada (Konigsberg, 

2008). Sin embargo, cuando se encuentran en exceso, tienen la característica de 

reaccionar con otros radicales o con biomoléculas de gran importancia biológica, 

como ADN, proteínas y lípidos que promueven un daño fisiológico relevante, es 

decir, provocan daño oxidante.  

 

Los radicales pueden generarse de manera endógena y exógena. Las ERO 

endógenas son producidas principalmente por la mitocondria durante la 

fosforilación oxidativa, citocromo P450, procesos inflamatorios, etc. Por otra parte, 

las ERO exógenas provienen de la contaminación ambiental. Por lo tanto, es 

importante el consumo de alimentos que contengan antioxidantes para mantener 

el equilibrio entre radicales y antioxidantes. Se ha observado que el consumo de 

alimentos que contienen antioxidantes se relaciona con una mejoría en diversas 

patologías (Montagna et al., 2005; Cermak, 2008).  

 

1.3 Ficocianina  
Es uno de los principales pigmentos del alga de origen mexicano espirulina, la  

cual es empleada como suplemento alimenticio debido a su alto contenido de 

proteínas, vitaminas, minerales y ácidos grasos esenciales (Habib et al., 2008). La 

ficocianina (FC) se encuentra tanto en algas de cianobacterias como en células 

eucariontes como Rhodophyta. En ambas, proporciona un color característico 

verde-azul (Eriksen, 2008). 

 

La FC es un compuesto de color azul intenso de origen proteico que forma parte 

de las ficobiliproteínas. Es un pigmento antena recolector de luz organizado en 

complejos supramoleculares denominados ficobilosomas. Los ficobilosomas se 

encuentran ensamblados en la superficie de la membrana tilacoidal, su principal 

función es transferir la energía de excitación hacia el centro de reacción. Su 

longitud de onda máxima de absorción es de 620 nm. 
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La pureza de la FC es evaluada mediante el cociente de absorbancias A620/A280. 

La absorbancia a 620 y 280 nm corresponden a la FC y a las proteínas totales, 

respectivamente (Patil et al., 2006). La FC grado alimenticio corresponde al 

cociente  A620/A280 ≤0.7, el grado reactivo cuando A620/A280 está entre 0.7 y 

3.9 y el grado analítico es A620/A280 ≥4.0 (Antelo et al., 2010; Kuddus et al., 

2013; Patil et al., 2006). 

 

La FC grado alimenticio es un alimento generalmente reconocido como seguro 

(GRAS) y se emplea en la formulación de diversos productos alimenticios como 

colorante en bebidas alcohólicas, postres, dulces, decoración de pasteles, batidos 

de leche, cosméticos, biotecnología, diagnóstico y en la medicina (Kim et al., 2008; 

Yoshida et al., 1996). 

 

La dosis más alta utilizada con el nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) fue 

estudiado por Romay et al. (1998b) quienes encontraron un NOAEL (por vía oral) 

de 3 g/kg. Actualmente se ha demostrado que la FC administrado por vía oral 

tiene un NOAEL de 5 g/kg (Ou et al., 2012). Por otra parte, el NOAEL de 70 mg/kg 

por vía intraperitoneal (i.p.) se utilizó en ratas, sin mostrar alteraciones en 

comparación al grupo testigo (Gupta et al., 2011). Sin embargo, la dosis más alta 

de 200 mg/kg i.p. se ha utilizado en experimentos con ratas Wistar sin observar 

alteraciones hepáticas (González et al., 2003; Vadiraja et al., 1998). 

 

1.3.1 Estructura de la FC 
La FC está formada de dos subunidades homólogas, las cadenas α y β unidas 

covalentemente a la ficocianobilina (FCB) mediante un enlace tioeter (Figura 2). 

Éstos forman agregados naturalmente como trímero (α3β3) o hexámero (α6β6), 

éste último es la forma funcional de la FC y por lo general forma bloques con el 

complejo antena (Padyana et al., 2001; Scheer y Zhao, 2008). La α3β3 se 

compone de nueve unidades de PCB montados en tres partes iguales (Womick y 

Moran, 2009).  
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Figura 2. Estructura de la ficocianina (FC). A: Estructura cristalina de FC de la 
cianobacteria S. platensis en forma de hexámero, imagen tomada de AP ID 1GH0 
(www.rcsb.org). B: Representación del ensamblaje de FC. Se compone de dos 
subunidades proteicas, las subunidades α y β, una ficocianobilina (FCB) que está unida a 
la subunidad α y dos FCB que están unidas a la subunidad β. C: Estructura química de 
FCB, el cromógeno responsable del color azul de la FC (Fernández-Rojas et al., 2014a). 
 

 

El peso molecular de las subunidades varía dependiendo de la fuente y los 

métodos para la extracción y purificación de las algas. El peso molecular de la 

subunidad α está entre 13 y 20,5 kDa y la subunidad β está entre 11 y 24,4 kDa 

(Fernández-Rojas et al., 2014a).  

 

La FCB posee una estructura muy similar a la bilirrubina, de hecho, se sugiere que 

el mecanismo de acción es mimetizar a la biliverdina (Eriksen, 2008). Es un 

antioxidante capaz de neutralizar diversas ERO como se menciona en el 

siguiente apartado.  

 

 

http://www.rcsb.org/
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1.4 La ficocianina como antioxidante 
La primera investigación de la actividad antioxidante de FC se realizó por 

investigadores Cubanos en el año de 1998 (Romay et al., 1998b) quienes 

determinaron que es capaz de neutralizar los radicales libres hidroxilo (•OH), 

alcoxilo (RO•) y superóxido (O2
•-) así como de inhibir la lipoperoxidación, incluso 

sentaron las bases de la propiedad anti-inflamatoria. Posteriormente, otros 

investigadores de varias partes del mundo descubrieran que también neutraliza a 

las ERO singulete de oxígeno (1O2) (Tapia et al., 1999), radical peroxilo (ROO•) 

(Benedetti et al., 2010; Romay et al., 2000), anión peroxinitrito (ONOO-) (Bhat y 

Madyastha, 2001), óxido nítrico (•NO) (Thangam et al., 2013) y al peróxido de 

hidrógeno (H2O2) (Fernández-Rojas et al., 2014b) (Tabla 1).  

 

Durante dicho proceso el color de la FC se degrada, reduce gradualmente su 

absorbancia a 620 nm y su intensidad fluorométrica (Patel et al., 2005; Benedetti 

et al., 2004; Lissi et al., 2000; Tapia et al., 1999). 
 

Tabla 1. Concentración inhibitoria del 50% (CI50) de FC contra diversas ERO.  

Radical CI50       Referencia 

RO˙       (Alcoxilo) 0.076    mg/mL Romay et al.                 (1998b) 

ROO˙    (Peroxilo) 0.170   mg/mL Bhat y Madyastha         (2000) 

O2˙-       (Anión superóxido) 0.440   mg/mL Chen y Wong                (2008) 

ONOO- (Peroxinitrito) 0.810   mg/mL Bhat y Madyastha         (2001) 

OH˙       (Hidroxilo) 0.910   mg/mL Romay et al.                 (1998b) 

 

 

Actualmente, es empleado como un agente protector ante diversos retos 

oxidantes. Se ha establecido que posee varias propiedades benéficas ya que es 

capaz de prevenir diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidante 

(Fernández-Rojas et al., 2014a). 

 

 



7 

 

1.5 Cisplatino 
El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino (CP, cis-PtCl2(NH3)2) es un antineoplásico 

inorgánico neutro que se emplea en la clínica para el tratamiento de tumores 

sólidos. Está formado por un átomo de platino en el centro de la estructura, al cual 

están unidos dos átomos de cloro y dos grupos amino (Figura 3). Fue sintetizado 

por M. Peyrone en 1844 y su estructura química fue dilucidada por Alfred Werner 

en 1893 (Dasari y Tchounwu, 2014). Sin embargo; el compuesto permaneció sin 

ser investigado varios años, hasta la década de los 60´s, cuando fue estudiado por 

el equipo de Rosenberg, quienes demostraron que determinados productos de 

electrólisis con electrodos de platino, inhibían la división celular de Escherichia coli 

(Rosenberg, 1985). Tras la identificación de CP como el compuesto responsable 

de la actividad inhibitoria de la división celular, éste se ha empleado en el 

tratamiento de tumores. Posteriormente en 1978 la FDA (del inglés Food and Drug 

Administration) aprobó el uso del CP como un antineoplásico (Lebwohl y Canetta, 

1998).  

 

Pt

Cl

H3N

Cl

NH3  
Figura 3. Molécula de cisplatino. 

 

Actualmente, el CP es uno de los fármacos más utilizados (Santana et al., 2010) y 

presenta excelentes efectos terapéuticos en el tratamiento de tumores sólidos 

como los de pulmón, ovario, testículo, vejiga, cabeza, cuello, cérvix y endometrio 

(Sánchez-Pérez et al., 2010). Sin embargo; éste presenta efectos secundarios 

significativos como náuseas, vómito, nefrotoxicidad, problemas gastrointestinales y 

frecuencia alta de la pérdida auditiva.  

 

En el plasma, una parte del CP se une a proteínas plasmáticas y otra entra a las 

células por transportadores catiónicos orgánicos (OCT-2) (Dasari y Tchounwu, 
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2014). En la célula, se lleva a cabo un desplazamiento de las moléculas del cloro 

del CP por agua, lo que evita que pueda salir de la célula (Figura 4). La especie 

cargada del CP es un electrófilo potente que puede reaccionar con nucleófilos con 

grupos sulfidrilos de proteínas o nitrógenos del ADN. El CP se une al ADN en las 

bases que poseen pares de electrones libres; sobre todo al nitrógeno en posición 

7 de la guanina. El CP forma aductos adenina-guanina o guanina-guanina 

intracatenaria o intercatenaria llevando a la célula a muerte celular (Nakai et al., 

2011; Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009). Sin embargo, la acción del CP no es 

específica de células tumorales y por consiguiente puede ejercer sus efecto 

adversos en otras células (Ruiz et al., 2011).  
 

Este fármaco se metaboliza y se excreta principalmente por vía renal, órgano 

donde se acumula y ejerce sus efectos adversos. Las células más afectadas son 

las del segmento S3 del túbulo proximal (Hausheer et al., 2011) y esta alteración 

puede causar disfunción renal limitando aún más la eliminación del CP. 
 

 
Figura 4. Efecto citotóxico del CP. Cuando el cisplatino entra a la célula se desplazan los 
cloros por agua, quedando así activo e intercalándose en el ADN induciendo la muerte 
celular, el órgano en donde se concentra es el riñón; así induce daño renal. 
 

 

En clínica, hasta un 30% de los pacientes expuestos a tratamiento con CP 

presenta toxicidad renal (dos Santos et al., 2012). Esto ha limitado el uso del CP 

como agente quimioterapéutico (Gonzalez-Vitale et al., 1977). Generalmente, 
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después de 10 días de su administración, los pacientes presentan un incremento 

de los niveles séricos de creatinina y disminución de la filtración glomerular 

además se observa necrosis y apoptosis en estudios histológicos (Hassan et al., 

2010; Gonzales-Vitale et al., 1977). 
 

Patológicamente, induce lesión celular y la muerte en los túbulos renales, 

desencadena disfunción vascular y activa una respuesta inflamatoria  
 

1.6 Estrés oxidante inducido por CP  
El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre la generación de ERO y 

las defensas antioxidantes (Halliwell, 2012; Silva y Coutinho, 2010). Este 

desequilibrio puede ser generado por una producción excesiva de ERO, por una 

disminución de las defensas antioxidantes o por ambos casos. Bajo condiciones 

de estrés oxidante, se conduce al daño a proteínas, lípidos y ADN (Gülҫin, 2012; 

Halliwell, 1996).  
 

Aunque los mecanismos celulares y moleculares responsables de la toxicidad del 

CP no están bien establecidos, se ha demostrado que la formación de ERO, la 

reducción de enzimas antioxidantes y el daño mitocondrial están involucrados 

(Rodrigues et al., 2011). La compresión de este mecanismo podría dar pie a la 

intervención de protectores novedosos (El-Sayed et al., 2011). Por esta razón 

varios investigadores se han dado a la búsqueda de productos que reduzcan estos 

daños. Incluso existe evidencia que la administración de antioxidantes pudiera 

reducir la toxicidad inducida por CP (El-Sayed et al., 2011). En este punto, se ha 

identificado a la disfunción mitocondrial (incremento de ERO) como un posible 

mecanismo de daño renal inducido por CP (Chang et al., 2002; Li-Ping et al., 

2000). 

 

1.7 Características estructurales de mitocondrias y las tratadas con CP 
Las mitocondrias son orgánulos presentes en las células eucariotas, varían de 

tamaño y forma, dependiendo de su origen y su estado metabólico (Lehninger, 

1995).  Poseen dos membranas, una membrana mitocondrial externa (MME) que 



10 

 

envuelve completamente a la membrana mitocondrial interna (MMI) y forma un 

espacio intermembrana (Figura 5). La MME tiene poros que permite el paso de 

iones y moléculas pequeñas. En contraste, la MMI es selectivamente permeable, 

es impermeable a iones y moléculas pequeñas, permite el paso de moléculas por 

medio de un trasportador específico para éstas. Contiene las proteínas implicadas 

en el transporte de electrones y la síntesis de ATP. Además, tiene pliegues 

internos o invaginaciones llamadas crestas. Las crestas aumentan el área 

superficial de la MMI en relación con la matriz mitocondrial (Che et al., 2014). Esta 

membrana envuelve a la matriz mitocondrial.  

 

 
Figura 5. Estructura mitocondrial. Tomado de Lodish et al. (2005). 

 

Los cambios patológicos en las mitocondrias en la nefrotoxicidad de cisplatino son 

provocados principalmente por la respuesta de daño en el DNA, la inducción de 

proteínas pro-apoptóticas, la alteración de la dinámica mitocondrial, la inducción 

de apoptosis por la vía intrínseca y el estrés oxidativo (Yang et al., 2014). 
 

Se ha descrito que las mitocondrias aisladas de roedores tratados con cisplatino 

poseen daño estructural. Estas mitocondrias presentan rigidez de la membrana 

mitocondrial, alteración de la fluidez de la misma, hinchamiento, incremento del 

área de la matriz mitocondrial, alteración de las crestas incluso algunas 
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mitocondrias pierden la membrana externa (Zsengellér et al., 2012; Martins et al., 

2008; Gordon y Gattone, 1986). El conjunto de estas alteraciones puede ser fatal 

para las células. 
 

1.8 Cadena de transporte de electrones y fosforilación oxidativa  
La cadena de transporte de electrones (CTE) es el flujo de electrones a complejos 

proteicos, conocidos como complejos mitocondriales. Los electrones son 

transportados del complejo I (NADH deshidrogenasa) y II (succinato 

deshidrogenasa) al complejo III (citocromo c oxidorreductasa) mediante la 

ubiquinona y desde el complejo III al complejo IV (citocromo c oxidasa) mediante 

el citocromo c (Figura 6). Estos complejos se describen brevemente a 

continuación. 

 

Complejo I o NADH deshidrogenasa. Es el complejo más grande de la CTE 

formada por 45 subunidades. Contiene un grupo flavin mono nucleótido (FMN) y al 

menos 6 centros hierro azufre (Fe-S). Este complejo cataliza la transferencia de un 

par de electrones del NADH a la ubiquinona, acoplada a la traslocación de cuatro 

protones de la matriz al espacio intermembranal. Su estructura tiene forma de L 

con dos brazos, uno de ellos se encuentra embebido en la MMI y el otro está 

orientado hacia la matriz mitocondrial (Pagliarini y Rutter, 2013).  

 

Complejo II o succinato deshidrogenasa. Está formado por 4 subunidades, dos 

subunidades son membranales y las otras dos están orientadas hacia la matriz 

mitocondrial. El primer aceptor de electrones es el flavín adenín dinucleótido 

(FAD), posteriormente son transferidos por varios centros Fe-S y finalmente la 

ubiquinona es reducida a ubiquinol. Este complejo no trasloca protones a través 

de la MIM (Palmeira y Moreno, 2012). 

 

Complejo III o citocromo c oxido reductasa. Este complejo es un dímero, está 

compuesto por 11 subunidades y contiene dos citocromos tipo b, un citocromo tipo 

c1 y centros Fe-S. Cataliza la transferencia de electrones desde el ubiquinol a 
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citocromo c. Trasloca cuatro protones de la matriz hacia el especio 

intermembranal mediante el ciclo Q. De manera general, este ciclo regenera el 

ubiquinol mediante el citocromo c1 y b. El citocromo c transfiere los electrones al 

complejo IV (Wallace, 2013; Nelson y Cox, 2005). 

 

Complejo IV o citocromo c oxidasa. Es una enzima dimérica que transfiere 

electrones desde el citocromo c al oxígeno molecular. Es la última enzima de la 

CTE. Este complejo esta formado por 13 subunidades, de ellas, tres son críticas 

para el transporte de electrones. Contiene dos citocromos (a y a3) y dos centros 

cobre (CuA y CuB). El citocromo c cede los electrones al centro CuA y éste a su vez 

lo cede cede al citocromo a. Desde ahí los electrones pasan al citocromo a3 y al 

centro CuB. Por cada dos electrones que atraviesan el complejo IV, bombea dos 

protones al espacio intermembranal (Nelson y Cox, 2005).  

 

ATP sintasa o F1FO o (complejo V). Cataliza la formación de ATP a partir de ADP 

y Pi, acompañada de flujo de protones del espacio intermembranal a la matriz 

mitocondrial. Está constituido por 16 subunidades, las cuales forman dos 

componentes, F1, soluble en la matriz mitocondrial y FO, embebido en la MMI. La 

fracción F1 es una proteína dirigida hacia la matriz mitocondrial, constituida por 

nueve subunidades, tres unidades  y tres  En la fracción FO se forma un canal 

mediante el cual fluyen los protones y promueve la rotación del anillo de la 

subunidad c los cuales son liberados en la matriz mitocondrial. Este movimiento 

permite cambios en el componente F1 responsables de la síntesis de ATP (Nelson 

y Cox, 2005). 

 

El transporte de electrones impulsa un flujo de protones por los complejos 

mitocondriales I, III y IV de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana 

generando un gradiente de protones. Este gradiente es empleado para la síntesis 

de ATP por la ATP sintasa. Este proceso se denomina fosforilación oxidativa. Es 

decir, la mitocondria acopla dos procesos, la CTE y la fosforilación.  
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La rigidez de la MMI puede alterar las funciones de los complejos mitocondriales y 

enzimas, incluyendo aquellas de la CTE (Santos et al., 2007). 
 

La fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial es una fuente 

intracelular de generación de radicales libres. De hecho, es particularmente 

problemático el resultado de la reducción o el bloqueo de la CTE. Bajo tales 

condiciones, la producción excesiva de radicales libres y la formación de ERO 

pueden conducir a lesiones y a la muerte celular (Yang et al., 2014). 

 

 
 

 
 
Figura 6. Cadena de transporte de electrones (CTE) acoplada a la síntesis de ATP. El 
flujo de electrones (representado por las líneas punteadas) entre los complejos 
mitocondriales y el bombeo de protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal, 
por los complejos I, III y IV, generan un gradiente de protones. Este gradiente es 
empleado por la ATP sintasa para fosforilar ADP y generar ATP. La CTE está 
representada por las líneas negras, mientras que la fosforilación oxidativa está 
representada por las líneas azules. Los complejos I, II, III y IV son: NADH 
deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, citocromo c oxidorreductasa y citocromo c 
oxidasa, respectivamente, MMI: membrana mitocondrial interna, U: ubiquinona, C: 
citocromo c. Tomado de Brand et al. (2013). 
 
 
 
1.9 Acoplamiento mitocondrial 
Para evaluar el acoplamiento entre la CTE y la síntesis de ATP se mide el 

consumo de oxígeno (Palmeira y Moreno, 2012; Marcinek, 2004). El consumo de 

oxígeno se determina en medio acuoso en una cámara cerrada con temperatura 

controlada empleando un electrodo tipo Clark con mitocondrias recién aisladas 

(Terada, 1990).   



14 

 

La gráfica obtenida del consumo de oxígeno presenta diferentes pendientes, que 

representan diferentes estados de respiración (Figura 7). El estado 1 (edo. 1) 

corresponde a las mitocondrias en el medio que consumen oxígeno utilizando los 

sustratos internos, es un estado basal. El estado 2 (edo. 2), se observa tras 

adicionar un sustrato (malato/glutamato o succinato) en el medio y se incrementa 

el consumo de oxígeno. El consumo de oxígeno aumenta durante el estado 3 

(edo. 3) después de adicionar ADP en el medio con las mitocondrias aisladas en 

suspensión. El aumento de la respiración denota el uso del gradiente de H+ para la 

síntesis de ATP. Cuando todo el ADP adicionado en el medio se agota al 

fosforilarse a ATP, el consumo de oxígeno decae. Este estado se le conoce como 

estado 4 (edo. 4). Existe otro estado que se induce al agregar algún desacoplante, 

disipando el potencial de membrana e incrementa la velocidad de consumo al 

máximo (Respiración desacoplada) (Palmeira y Moreno, 2012; Lee-Jung, 2012).  

 

El índice de coeficiente respiratorio (ICR) es un buen indicador de la integridad de 

la MMI y del acoplamiento entre la oxidación de sustratos y la fosforilación 

oxidativa, se obtiene al dividir el estado 3 entre el estado 4. 

 

Otro parámetro importante es el cociente ADP/O o P/O. Es una medida de 

eficiencia de la fosforilación oxidativa, representa la cantidad de oxígeno que se 

reduce a agua por el complejo IV y que se emplea para la síntesis de ATP (Lee-

Jung, 2012; Palmeira y Moreno, 2012). Se requieren de 3-4 H+ para la síntesis de 

ATP por la ATP sintasa. Así, la transferencia de electrones desde el complejo I al 

oxígeno, genera la translocación de 10 H+ de la matriz mitocondrial al espacio 

intemembranal. Es decir, desde el complejo I se genera la síntesis de 2.4-3.1 

moléculas de ATP y desde el complejo II se generan 1.4-1.9 moléculas de ATP 

(Palmeira y Moreno, 2012). 
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Figura 7. Determinación del consumo de oxígeno. Al agregar las mitocondrias en la 
cámara, el electrodo tipo Clark determina la concentración de oxígeno en el medio. Se 
obtienen cuatro estados. El estado 1 (edo. 1) representa el consumo de oxígeno con los 
sustratos endógenos. El estado 2 (edo. 2) se obtiene tras agregar un sustrato 
(malato/glutamato o succinato). El estado 3 (edo. 3) se obtiene al agregar ADP y se 
incrementa el consumo de oxígeno. Al agotarse el ADP, tras ser fosforilado a ATP, el 
consumo de oxígeno se reduce, a este estado se denomina estado 4 (edo. 4). La 
respiración desacoplada (Resp. desacoplada) se obtiene al agregar al medio el 
desacoplante FCCP. 
 

 

1.10 Disfunción mitocondrial inducida por CP   
Como se mencionó anteriormente, la disfunción mitocondrial es un evento 

temprano en el daño renal inducido por CP (Santos et al., 2007).  
 

Este daño se ha caracterizado por alteraciones en el consumo de oxígeno, 

incremento de proteínas carboniladas, reducción del contenido de GSH, 

incremento de la producción de ERO, baja actividad de la enzima aconitasa, 

disminución de los niveles de ATP, disminución del potencial de membrana, 

atenuación del ICR y P/O y reducción de la acumulación de calcio (Ca2+) en las 

mitocondrias renales de ratas tratadas con CP (Rodrigues et al., 2011; Santos et 

al., 2007; Gordon y Gattone, 1986).  
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1.11 Antecedentes de CP  
Se ha demostrado que el CP se acumula en los túbulos proximales del riñón. En 

consecuencia, se induce estrés oxidante que ocasiona daño celular y finalmente 

disfunción renal. Estudios in vitro e in vivo demuestran las diversas ERO 

involucradas como O2
.-, H2O2 y ONOO- están involucradas en la nefrotoxicidad por 

CP (Pabla y Dong, 2008; Guerrero-Beltrán et al., 2010).  
 

El incremento de ERO por CP (Paradies et al., 2010; Cullen et al., 2007),  esta 

asociado a la disminución de la actividad de enzimas antioxidantes y del contenido 

de GSH (Pillai et al., 2011; Yao et al., 2007; Ozen et al., 2004), de esta manera 

inactiva el sistema antioxidante celular (Sugiyama et al., 2011). Este desbalance 

de antioxidantes y ERO ocasionan daño oxidante y como resultado daño al ADN, 

proteínas, lípidos y disfunción mitocondrial están implicados en la patogénesis 

renal aguda (Firdous y Kuttan, 2012; Konigsberg, 2008). Así, se ha propuesto que 

el empleo de productos de origen alimenticio con capacidad antioxidante podría 

ser una alternativa para reducir los efectos no deseados del CP (Tabla 2). 
 

Tabla 2. Compuestos de origen alimenticio que han logrado reducir el daño oxidante 
inducido por CP en ratones. 

Antioxidante Modelo de daño 
renal 

Referencia 

Té negro Ratón macho ICR 
(20 mg/kg i.p.) 

Hung et al. (2007) 

Vitamina E y C Ratón macho Swiss 
(12 mg/kg i.p.) 

Ajith et al. (2009) 

Ácido tánico Ratón macho Swiss 
(7 mg/kg i.p.) 

Ahmad y Sultana (2011) 

(E)-β-cariofileno Ratón macho 
C57Bl/6J 

(25 mg/kg i.p.) 

Horváth et al. (2012) 

Meso-zeaxantina Ratón macho Swiss  
(16 mg/kg) 

Firdous y Kuttan et al. 
(2012) 
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1.12 Antecedentes de FC   
Actualmente, existen varios estudios de la FC que evalúan su efecto protector 

contra el estrés oxidante inducido por fármacos. 
 

Romay et al. (1998a) demostraron que la FC tiene propiedades anti-inflamatorias. 

Utilizaron un modelo de inflamación aguda con carragenina (subplantar) y ácido 

araquidónico (aplicación tópica en orejas) en rata y ratón, respectivamente. La 

administración i.g. a la dosis de 50, 100 y 200 mg/kg fue 1 hora antes de inducir la 

inflamación. Una hora posterior a la inducción, sacrificaron a los animales, 

midiendo dicho proceso por la diferencia de peso de las orejas. En el caso del 

modelo con carragenina, se determinó el aumento del volumen de las 

extremidades con la ayuda de un vernier después de cinco horas. Se concluyó 

que en ambos modelos animales los mejores resultados se obtuvieron con las 

dosis de 100 y 200 mg/kg. 
 

Lim et al. (2012), encontraron que el pre-tratamiento de FC a dosis de 50 mg/kg 

i.p. una hora antes de CP 12 mg/kg i.p. protege contra el daño nefrotóxico en 

ratones C57BL6. Después de 72 h los ratones se sacrificaron y se determinó que 

disminuye significativamente la muerte por apoptosis.  
 

Los resultados de este estudio y de otros afines al tema se resumen en la tabla 3. 
 

Tabla 3. Modelos in vivo e in vitro de las propiedades de la FC. 
Propiedad Dosis Fc Referencia 
Anti-inflamatoria Dosis oral de 50, 100, 200 

mg/kg 1 hora antes 
Romay et al. (1998a) 

Hepatoprotector Dosis 100, 200 y 400 
mg/kg oral por 7 días 

Ou et al. (2010) 

Renoprotector Dosis 50 mg/kg i.p.  1 hora 
antes de CP 12 mg/kg i.p. 

Lim et al. (2012)  

Inhibidor selectivo 
COX-2 

5-20 µM por 48 horas en 
macrófagos 

Reddy et al. (2003) 

Reduce 
cardiotoxicidad 

Pre-tratamiento con 10 µM 
por 1 h y co-incubación 
con Dox 24 h horas 

Khan et al. (2006) 

 

Con base en los antecedentes antes citados, planteamos la siguiente justificación. 
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2 JUSTIFICACIÓN 
 

El CP es un fármaco eficaz en el tratamiento de tumores sólidos. Sin embargo, su 

efecto secundario más importante es la nefrotoxicidad relacionada con el estrés 

oxidante. De esta manera y considerando que la FC es un nutracéutico con 

capacidad antioxidante, se propone que este compuesto puede reducir los efectos 

nefrotóxicos del cisplatino. Nuestro estudio contribuirá a la búsqueda de 

compuestos de origen natural que puedan emplearse para prevenir el daño renal 

inducido por CP. 

 
3 HIPÓTESIS 
 

Si la FC atenúa el estrés oxidante y las alteraciones mitocondriales, entonces su 

administración reducirá la nefrotoxicidad inducida por CP en ratones CD-1.  

 

4 OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si el nutracéutico FC protege contra el daño renal inducido por 

cisplatino en ratones CD-1 e investigar el mecanismo de acción mediante la 

determinación de enzimas antioxidantes, el daño oxidante y la función 

mitocondrial. 

 

5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Establecer la dosis de CP que induzca daño renal en ratones CD-1. 

 Evaluar si la FC presenta un efecto protector sobre la nefrotoxicidad 

inducida por CP en un modelo in vivo. 

 Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes y marcadores de 

estrés oxidante en el homogenizado renal. 

 Evaluar la función mitocondrial mediante el consumo de oxígeno, la síntesis 

de ATP, daño oxidante y enzimas antioxidantes en mitocondrias renales. 
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6 METODOLOGÍA  
 

6.1 Reactivos 
La FC fue donada por Parry Nutraceuticals (EID Parry (I) Ltd., India). Los 

siguientes reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): CP 

(Cat. no. P4394, Lot# MKBG8465V), 2,2´-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloruro  

(AAPH), xantina, xantina oxidasa, nitro azul de tetrazolio (NBT), fluoresceína, DL-

penicilamina, ácido dietil-triamino-penta-acético (DTPA), 2,2-difenil-1-

picrilhidrazina (DPPH), ácido tereftálico (DTPA), ácido ascórbico, amplex red, 

peroxidasa de rábano, piruvato, dimetil tiourea (DMTU), nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido (NADPH), ácido lipoico, glutatión reducido (GSH), 1-cloro-

2,4,-dinitrobenceno (CDNB), p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glucosaminida, 

tetrametoxipropano, monoclorobimano, 1-metil-2-fenil indol, ácido metasulfónico, 

dimetilsulfóxido (DMSO), 1,3-difenil-iso-benzofurano (DPBF), ácido 

nordihidroguaiarético (NDGA), glutatión oxidado (GSSG), ácido p-aminobenzoico, 

dodecil sulfato de sodio (SDS), poliacrilamida, D-manitol, succinato de sodio 

dibásico, ácido 4-(2-hidroxietil) piperacin-1-etanosulfónico (HEPES), adenosina-5´-

difosfato de sodio (ADP), carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP), 

percoll, sacarosa, nicotinamida adenina dinucleótido (NADH). Otro frasco de CP 

(Cat. no. 479306-1G; Lote: MKBH5984V) fue adquirido de Aldrich (St. Louis, MO, 

EUA.) La 1,2,3 dihidrorodamina (DHR-123) se adquirió de Cayman Chemical Co. 

(Ann Arbor, MI, EUA). El trolox se adquirió de EMD Millipore (Billerica, MA, EUA). 

La sal sódica del ácido etilendiaminotetraacético (Na2-EDTA), el hipoclorito de 

sodio (NaClO) y el H2O2 se compraron en JT Baker (Xalostoc, Edo. México, 

México). Los kits para la determinación de creatinina plasmática y BUN se 

adquirieron de Spinreact (Girona, España). El resto de los reactivos fueron grado 

analítico y se adquirieron comercialmente. 
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6.2 Determinación de la pureza de la ficocianina  
Para determinar la pureza de FC de la muestra, se realizaron lecturas en un 

espectrofotómetro a longitudes de onda de 280 y 620 y se calcularon con la 

siguiente ecuación (Patel et al., 2005):  

 

 ure a ficocianina 
Absorbancia620

Absorbancia280
                

 

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida  
Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 15%, utilizando 

azul de Coomassie 0,1% como colorante para identificar las dos sub-unidades 

proteicas ( y ). Se emplearon marcadores de peso molecular de Precisión Plus 

(Bio-Rad). 

 

6.4 Actividad atrapadora in vitro  
Las muestras de FC y de los compuestos estándares que se emplearon fueron 

medidas en un lector de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA). 

 

6.4.1 Actividad atrapadora de H2O2 
Se evaluó usando el reactivo Amplex red. Se incubaron 25 µL de FC con 25 µL de 

10 µM de H2O2 por 20 min, posteriormente se adicionaron 50 µL de la mezcla de 

reacción que contenía 0.1 mM de Amplex red y 0.2 U/mL HRP. La mezcla se 

incubó (sin luz) otros 20 min (Floriano-Sánchez et al., 2006). La concentración de 

H2O2 de la muestra fue directamente proporcional a la florescencia obtenida en el 

ensayo.  

 

6.4.2 Actividad atrapadora de OH˙ 
Esta prueba se basó en que el compuesto no florescente tereftalato que al 

reaccionar con el radical hidroxilo se produjo un compuesto fluorescente. Se 

incubó por 30 minutos a temperatura ambiente con ácido ascórbico 1 mM, FeCl3 1 

mM, EDTA 1 mM, H2O2 10 mM y tereftalato 1.4 mM (Floriano-Sánchez et al., 
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2006). El producto fluorescente se determinó en el lector de placas Synergy HT a 

326 nm de excitación y 432 nm de emisión. 

 

6.4.3 Actividad atrapadora de O2˙ˉ 
Se empleó el sistema de xantina-xantina oxidasa para generar el radical 

superóxido, el cual reduce NBT a formazán, que se lee a 560 nm (Floriano-

Sánchez et al., 2006).  

 

6.4.4 Actividad atrapadora de ROO˙ 
Se empleó AAPH para generar el radical, el ensayo consistió en adicionar 25 µL 

de FC utilizando diferentes concentraciones a 25 µL de una mezcla con 150 µL de 

30 mM de fluoresceína y 25 µL de AAPH 38.5 mM (Floriano-Sánchez et al., 2006). 

La fluorescencia se midió a 485 nm de excitación y 520 nm de emisión por 1.5 h a 

37°C. 

 

6.4.5 Actividad atrapadora de ONOOˉ 
Se emplearon concentraciones conocidas de ONOOˉ para determinar la actividad 

antioxidante de la FC contra este anión, para lo cual se midió la oxidación de 

DHR123 al producto fluorescente rodamina el cual se midió a 500 y 560 nm de 

excitación y emisión, respectivamente (Floriano-Sánchez et al., 2006). 

  

6.4.6 Actividad atrapadora de 1O2 
A partir de NaOCl y H2O2 se generó el 1O2 el cual produjo una disminución en la 

fluorescencia de difenil benzofurano (DFBF, excitación 410 nm y emisión 455 nm) 

debido a que es un atrapador específico de 1O2. Se colocaron 25 µL de la muestra 

de FC con 25 µL: de H2O2 (100 mM), DFBF (10 µM), NaOCl (1 mM) y 150 µL de 

etanol (Floriano-Sánchez et al., 2006). 

 

6.4.7  Determinación del CI50 
La actividad antioxidante de la FC se expresó como CI50, es decir, la 

concentración de FC requerida para inhibir en un 50% la concentración de la 



22 

 

especie probada en cada sistema específico mediante una regresión lineal en al 

menos 3 experimentos independientes. 

 

6.5 Modelo experimental in vivo 
Seguimos los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana de cuidado y uso de los 

animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y la Norma Oficial Mexicana NOM-

087-ECOL-SSA1-2002 de Residuos peligrosos biológico-infecciosos- Clasificación 

y especificaciones de manejo. Además, este protocolo fue aprobado por el comité 

de ética del Comité Institucional de Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio 

de la Facultad de Química (FQ/CICUAL/043/12).  

 

Los animales se mantuvieron con ciclos de luz obscuridad de 12 h cada uno a una 

temperatura de 21°C, con una humedad relativa de 50%, se alimentaron con 

alimento estándar y agua ad libitum. 

 

Se emplearon 54 ratones machos CD-1 (30-35 g). Se dividieron en 6 grupos de 9 

ratones cada uno:  
 

Grupo T Testigo, solución salina inyectada intraperitonealmente (i.p.) como 

vehículo 

Grupo FC30 FC 30 mg/kg i.p. 1 h antes de la solución salina i.p. 

Grupo CP Solución salina i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p. 

Grupo FC5+CP FC 5 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p. 

Grupo FC10+CP FC 10 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p. 

Grupo FC30+CP FC 30 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p. 

 

Al final del tratamiento (72 h después de la dosis de CP) los animales se 

anestesiaron con pentobarbital (70 mg/kg i.p.), posteriormente se obtuvo la sangre 

por plexo axilar usando tubos eppendorf con heparina como anticoagulante. Los 

ratones se dislocaron cervicalmente y se extrajeron los riñones derechos que se 
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congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido hasta su procesamiento. El riñón 

izquierdo se colocó en formalina al 10% para el estudio histológico. 

 

6.5.1 Determinación del daño renal 
Las determinaciones de BUN y creatinina se realizaron con los kits comerciales. 

La actividad de la enzima N-acetil-β-D-glucosaminidasa (NAG) se determinó a 405 

nm usando p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glucosamínido como sustrato, los datos se 

expresaron como U/mg de proteína. Una unidad de NAG se definió como la 

cantidad de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol por min en las condiciones 

del ensayo. 

 

6.5.2 Análisis histopatológico 
Los riñones se deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol, se 

embebieron en parafina y se seccionaron a un espesor de 4 micras, 

posteriormente se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E). Las laminillas se 

observaron en el microscopio de luz (40X) y se determinaron las alteraciones 

histológicas de, al menos, 30 campos/laminilla elegidos al azar utilizando 

morfometría automatizada (Leica Qwin, Cambridge, England). El porcentaje de 

daño se obtuvo teniendo en cuenta los cambios histopatológicos tales como 

edema, vacuolización, descamación, apoptosis y necrosis. El área de las células 

dañadas y muertas se determinó mediante el cálculo del porcentaje de daño con 

respecto al área total. 

 

6.5.3 Marcadores de daño oxidante 
Del homogenizado renal se evaluaron MDA, 4-HNE, proteínas oxidadas y el 

contenido de GSH. El contenido de MDA se determinó mediante una curva 

estándar con tetrametoxipropano (200 µL) o del homogenizado renal en una 

solución de acetonitrilo:metanol (3:1) con 1-metil-2-fenilindol 15.4 mM (650 µL) en 

presencia de 150 µl de HCl concentrado. Se incubaron durante 45 min a 40°C. 

Después las muestras se centrifugaron a 3,000 g por 5 min. Se midió la densidad 

óptica del sobrenadante a 586 nm. Los valores se informaron como nanomoles de 
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MDA/g de proteína. El contenido de 4-HNE se evaluó de manera similar que para 

MDA, usando el ácido metanosulfónido con Fe (III) en vez de HCl. El contenido de 

GSH renal se obtuvo mediante la formación de aductos fluorescentes con 

monoclorobimano 1 mM (33 µL) en presencia de GST 1 U/L (33 µL). Se empleó 

una curva estándar de GSH (33 µL) en solución de Krebs-Henseleit pH 7.4. Los 

aductos se midieron en un lector de placas Synergy a 385 y 478 nm de excitación 

y emisión, respectivamente. Los valores se informaron como µmol/mg de proteína. 

 

6.5.4 Determinación de enzimas antioxidantes 
La actividad de la enzima GPx se evaluó mediante la reducción de NADPH, su 

desaparición se midió a 340 nm en una reacción acoplada que contenía GSH 1 

mM, NADPH 0.2 mM y GR 1 U/mL. Brevemente, a 400 µL de la mezcla de 

reacción se adicionaron a 50 µL del homogenizado renal o amortiguador de 

fosfatos 50 mM pH 7.4 y 15 µL de H2O2 2.5 mM. Para conocer la actividad de la 

enzima GST se mezclaron 20 µL del homogenizado con una solución compuesta 

de 910 µL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5, 20 µL de GSH 2 mM y 50 

µL de CDNB 1 mM. La actividad de GR se midió con base en la desaparición de 

NADPH, la lectura se hizo a 340 nm. Se mezclaron 50 µL de la muestra renal con 

950 µL de la mezcla de reacción (GSSG 1.25 mM, NADPH 0.1 mM, EDTA-Na2 0.5 

mM en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.6). La actividad de la enzima CAT 

se determinó por la desaparición de H2O2 30 mM (725 µL) en presencia de 25 µL 

del homogenizado renal. Se realizaron lecturas a 240 nm cada 15 s durante 3 min. 

Los datos se expresaron como U/mg de proteína. 

 
6.6 Estudios en mitocondrias 
Las metodologías empleadas para el aislamiento de mitocondrias, oximetría, 

síntesis de ATP, manejo de Ca2+, potencial de membrana, daño oxidante y 

enzimas antioxidantes mitocondriales se encuentran en la sección de Anexos, 

apartados 12.1 al 12.1.7.  
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6.7 Análisis estadístico 
Los resultados se presentan como la media ± error estándar (E.E.). Se empleó la 

prueba estadística ANOVA de una vía seguida de comparaciones por el método 

de Bonferroni. La prueba t de student se utilizó para comparar los resultados del 

análisis histológico. Se utilizó el programa estadístico SigmaPlot  v 11.0 (Systat 

Software, San Jose, CA, EUA). Los valores de P<0.05 se consideraron 

significativos. 

 
7 RESULTADOS 
 

7.1 Pureza de FC “Parry Nutraceuticals” y electroforesis de proteínas en 
geles de poliacrilamida 

El espectro de absorción reveló que la FC de Parry nutraceuticals tiene una 

pureza de 2.5 (A620nm/A280nm) que corresponde a un grado reactivo. Se observaron 

las dos bandas características las sub unidades de FC α y β (Figura 8) en la 

electroforesis de proteínas.  
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A             B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 8. Espectro de absorción en amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7.4, en donde su 
absorción corresponde de la FC empleada a 620 nm para la ficocianobilina y 280 nm para 
las proteínas. B: Electroforesis SDS-PAGE con marcadores de peso molecular de 
precisión (precisión Plus de Bio-Rad en KDa). Se aprecian las bandas α y β 
características de la FC, con un PM de 11.4 y 14.3 KDa, respectivamente. 
 
 
7.2 Actividad atrapadora de radicales libres 
La muestra de FC se sometió a diferentes ERO y a ONOO-, con el fin de evaluar la 

capacidad atrapadora de radicales específicos Los resultados se presentan en la 

Tabla 4. Se encontró que la FC atrapó todas las especies reactivas con las que 

fue retada y de manera destacable, atrapa las especies (O2
.-, H2O2, ONOO-).  

 

Tabla 4. Actividad antioxidante in vitro de la muestra de FC. 
ERO CI50 FC 

(µg/mL) 
CI50 referencia 

(µg/mL) 
Compuesto de 

referencia 
ONOOˉ 5.00±0.56 1.01±0.26 Penicilamina 
ROO˙ 20.33±0.56 1.19±0.03 Trolox 
OH˙ 334.0±9.2 2.6±0.62 DMTU 
O2˙ˉ 450±4.72 0.18±0.02 NDGA 
1O2 11,670±0.07 214.00±85.01 Ácido lipoico 

H2O2 21,757.72±2,302.38 0.28±0.01 Piruvato 
NDGA: ácido nordihidroguaiarético, DMTU: Dimetil urea. Los datos están expresados 

como media±E.E., n=3. 
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7.3 Modelo in vivo 
La dosis de CP que indujo el daño renal, se determinó mediante una curva dosis-

efecto de creatinina y BUN en plasma de ratones con diferentes dosis i.p. de CP 

(Figura 9 y Tabla 5). Existió diferencia significativa a partir de la dosis de 15 

mg/Kg; por lo que se escogió trabajar con la dosis de 18 mg/Kg. 
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Figura 9. Curva dosis-efecto de CP i.p. en ratones CD-1,* P<0.05 contra testigo de CP.  
 
 

Tabla 5. Datos de BUN y creatinina plasmático en ratones CD-1 a diferentes dosis de CP 
i.p. 

Dosis CP 
mg/kg i.p. 

BUN 
(mg/dL) 

Creatinina 
(mg/dL) 

N 

0 22.20±0.52 0.53±0.08 6 
5 20.10±0.58 0.56±0.11 6 
10 20.46±0.90 0.53±0.06 6 
15 57.06±8.42* 0.76±0.04* 6 
18 61.82±7.32* 0.93±0.05* 6 
20 72.86±3.42* 1.22±0.08* 6 
25 105.60±6.69* 1.63±0.06* 6 

* P<0.05 contra testigo. 
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7.3.1 Determinación de la función renal 
Después de 72 h de haber administrado la dosis de CP (18 mg/kg i.p.) se 

encontraron alteraciones en los marcadores de la función renal. Se observó un 

incremento significativo (2 a 3 veces) en los niveles plasmáticos de BUN (P<0.05) 

y creatinina (P<0.001) en los ratones tratados con CP respecto al testigo. El daño 

se previno cuando los ratones se trataron con FC de manera dosis-dependiente 

(Figura 10). En el homogenizado renal del grupo tratado con CP la actividad de 

NAG disminuyó 34% respecto al control (P<0.05), evidenciando el daño renal. En 

el grupo de ratones tratado únicamente con FC no se alteró ninguna de las 

determinaciones antes mencionadas. 

 

7.3.2 Análisis histológico 
Los resultados anteriores concuerdan con los observados en las laminillas teñidas 

con H&E. La microscopía óptica reveló alteraciones estructurales específicamente 

en los túbulos proximales de los ratones tratados con CP. Las alteraciones se 

caracterizaron por edema celular, necrosis, apoptosis y la muerte por el 

desprendimiento de células (Figura 11). El análisis automatizado de morfometría 

reveló que el 52±5% de los túbulos proximales presentaron estas anormalidades 

histológicas, y cada túbulo dañado exhibió 58±8% del área de superficie del 

epitelio dañado (p<0.05 vs CT). Estas alteraciones se previnieron en el grupo 

FC30+CP (11%, p<0.001 vs CP). Además no hubo alteraciones en el grupo FC 

(30 mg/kg).  
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Figura 10.- Prevención del daño renal inducido por CP en ratones CD-1 tratados con FC. 
A: Nitrógeno de urea en sangre (BUN), B: Creatinina plasmática, C: N-acetil- β-D-
glucosaminidasa (NAG) en homogenizados renales. T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg 
i.p, FC 5, 10, 30: ficocianina 5, 10, 30 mg/kg i.p., respectivamente. Los datos están 
expresados como media± E.E., n=5-6. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP. 
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Figura 11. Fotografías representativas del análisis histológico teñido con H&E. A: control 
(CT), B: FC30, C: CP en donde las flechas indican células muertas, D: FC30+CP. T: 
testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 30: ficocianina 30 mg/kg i.p., respectivamente. 
Los datos están expresados como media±E.E., n=4. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP. 
 

7.3.3 Marcadores de daño oxidante 
Los marcadores de daño renal aumentaron en el grupo tratado con CP. El CP 

indujo una disminución marcada en el contenido de GSH -25% (P<0.001) y un 

claro aumento en el contenido de 126% en MDA  (P<0.001), 358% en 4-HNE 
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(P<0.05) y 42% de proteínas oxidadas (P<0.001, Figura 12) respecto al testigo. 

Estos efectos se previnieron con FC de forma dosis-dependiente cuando se 

inyectó una hora antes de CP (P<0.05 vs CP). 
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Figura 12.- La FC previene la disminución en el contenido de GSH y el incremento de los 
marcadores de daño por estrés oxidante en homogenizados renales de ratones CD-1. A: 
Glutatión (GSH), B: Malondialdehído (MDA), C: 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), D: Proteínas 
oxidadas. T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 5, 10, 30: ficocianina 5, 10, 30 mg/kg 
i.p., respectivamente. Los datos están expresados como media±E.E., n=4-9. *P<0.05 vs 
T, #P<0.05 vs CP. 
 
 
7.3.4 Determinación de las enzimas antioxidantes 
En el grupo tratado con CP disminuyó significativamente la actividad de enzimas 

antioxidantes: GPx, GST, GR y CAT en: 40, 23, 40 y 11%, con respecto al grupo 



32 

 

testigo (P<0.001 vs T, Figura 13). Mientras que los grupos pre-tratados con FC 5, 

10 y 30 mg/kg i.p. una hora antes de CP prueban que la FC previno la reducción 

de la actividad con tendencia dosis-dependiente. 
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Figura 13. La FC previno la disminución de la actividad antioxidante de homogenizados 
renales. A: Glutatión peroxidasa (GPx), B: Glutatión-S-transferasa (GST), C: Glutatión 
reductasa (GR), D: Catalasa (CAT). T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 5, 10, 30: 
ficocianina 5, 10, 30 mg/kg i.p., respectivamente. Los datos están expresados como 
media±E.E., n=4-9. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP. 
 

 

Una vez que se determinó el daño en el homogenizado renal, se realizaron los 

experimentos en las mitocondrias aisladas de riñón con la dosis de FC más 

efectiva (30 mg/kg i.p.).  
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7.4 Estudios en mitocondrias aisladas 
Los resultados obtenidos de las mitocondrias renales se encuentran en la sección 

de Anexos 12.2.1 a 12.2.6. Se demostró que el CP indujo disfunción mitocondrial, 

redujo la respiración en el estado 3 y el cociente ADP/O con malato/glutamato y 

con succinato, disminuyó la síntesis de ATP, indujo una disminución en el 

potencial de membrana y en capacidad de retenención de Ca2+. El pretratamiento 

con FC redujo significativamente estas alteraciones.  

 

El CP indujo daño oxidante mitocondrial el cual se previno con el pre tratamiento 

de FC en el grupo FC+CP. Ver sección de Anexos (12.2.7). 

 

El CP indujo una reducción significativa en la actividad de las enzimas 

antioxidantes GPx y CAT la cual se previno con el pre tratamiento de FC en el 

grupo FC+CP.  Ver sección de Anexos (12.2.8). 

 
8 DISCUSIÓN  
 

El CP es un agente quimioterapéutico utilizado a nivel mundial. Sin embargo, su 

demanda está limitada debido a la frecuencia alta de nefrotoxicidad. Por este 

motivo, y considerando la importancia que tiene este medicamento en la práctica 

clínica, nuestro grupo de investigación trabaja en un modelo in vitro e in vivo, con 

el objetivo de identificar productos de origen natural que disminuyan los efectos 

colaterales de CP. 

 

En estudios previos, se demostró que la FC tiene propiedades benéficas para la 

salud, es decir, tiene efectos anti-inflamatorios, anti-carcinogénicos y antioxidantes 

(Fernández-Rojas et al., 2014a). Precisamente, esta última propiedad nos fue de 

gran interés ya que existe suficiente evidencia que sugiere que el mecanismo 

adverso por el cual el CP induce el daño renal, está asociado al estrés oxidante 

secundario al incremento de ERO acompañado de una disminución en la actividad 

de las enzimas antioxidantes. Entonces resulta factible pensar, que el estrés 
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oxidante generado por CP pudiera ser disminuido si se reestablece el equilibrio 

entre los agentes oxidantes y antioxidantes. 

 

El daño renal provocado por CP se caracteriza por un aumento de creatinina 

plasmática y de BUN, así como una reducción de las enzimas antioxidantes GPx, 

SOD y CAT. Además, el CP induce un daño oxidante caracterizado por el 

incremento de MDA, 4-HNE, entre otras. Estas alteraciones pueden prevenirse 

con el empleo de antioxidantes. Para cumplir con este objetivo, trabajamos con 

ratones CD-1 pero debido a que no se había estandarizado el modelo de daño 

renal en el laboratorio, se procedió a trabajar con distintas dosis de CP. Luego de 

una serie de experimentos, observamos un incremento significativo en los niveles 

de BUN y creatinina con valores al doble del testigo cuando se usó la dosis de 18 

mg/kg, por lo que se decidió trabajar bajo estas condiciones. 

 

Lim et al. (2012) demostraron que el pre-tratamiento de 1 h con FC (50 mg/Kg 

i.p.), antes de administrar una dosis única de CP (12 mg/kg i.p.) en ratones 

C57BL/6, disminuye la apoptosis inducida por este antineoplásico. Teniendo como 

antecedente este estudio, realizamos experimentos en los que se indujo el daño 

renal al usar una dosis de CP de 18 mg/Kg i.p. en ratones CD-1 pre-tratados con 

FC (5, 10 y 30 mg/kg i.p.). 

 

El daño renal se caracterizó por el aumento de creatinina y BUN después de una 

sola dosis de CP 18 mg/Kg i.p. Dicho daño se confirmó tanto con la determinación 

de NAG como por estudios histológicos. La enzima NAG es un marcador 

específico de daño tubular, y por lo tanto, un marcador del daño inducido por CP.  

Nuestros datos confirman los encontrados por Lim et al. (2012), quienes 

demostraron la protección renal con FC (50 mg/kg i.p.) en ratones tratados con CP 

(12 mg/kg i.p.). Sin embargo; somos los primeros en demostrar otros mecanismos 

de protección de FC, la reducción del daño oxidante, su relación con las enzimas 

antioxidantes y la prevención de la disfunción mitocondrial como se describe a 

continuación. 
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En el homogenizado renal, el contenido de MDA, 4-HNE y proteínas oxidadas, 

como marcadores del daño oxidante de lípidos y proteínas, respectivamente, fue 

mayor en el grupo tratado con CP. A diferencia de éstos marcadores, se observó 

una concentración baja del contenido de GSH, principal antioxidante no enzimático 

hidrosoluble donde el desbalance de éste afecta la homeostasis de ERO y de 

antioxidantes endógenos del organismo, por lo tanto su baja concentración refleja 

daño oxidante. Se encontró que un pre-tratamiento de FC (10 y 30 mg/kg i.p.) 

disminuye significativamente la presencia de los marcadores de daño oxidante en 

el homogenizado renal.  

 

El marcado daño oxidante y la reducción del contenido de GSH en el 

homogenizado renal del grupo tratado con CP, se asoció a la disminución de la 

actividad de las enzimas antioxidantes GPx, GR, GST y CAT. En parte, esto se 

explica por el aumento de ERO y/o la reducción del GSH, pues este último es 

cofactor de GPx y GST. Sin embargo la FC evita significativamente y de forma 

dosis-dependiente la baja actividad de ellas.  

 

El daño por CP incrementa diversas ERO, tales como O2
•-, H2O2, •OH y ONOO-, 

entre otros (Yao et al., 2007; Ozen et al., 2004). En el estudio de actividad 

antioxidante in vitro de la FC, se demostró que esta proteína es capaz de atrapar 

estas ERO, lo cual puede explicar la reducción del daño oxidante y le prevención 

de la pérdida en la actividad de las enzimas antioxidantes antes mencionadas. 

 

Después de demostrar que la FC previene la nefrotoxicidad inducida por CP al 

reducir el estrés oxidante, nos enfocamos a determinar si la prevención de la 

disfunción mitocondrial era otro de los mecanismos involucrados en su protección, 

estos datos, así como su metodología realizada se encuentra en la sección de 

Anexos.  

 

Para este momento, el CP empleado en los ensayos del homogenizado renal se 

terminó. Por lo tanto, hicimos uso de un nuevo frasco de CP pero de diferente 
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marca. Se buscó la dosis que reflejara el daño renal observado en el estudio 

previo (homogenizado renal), con base en los niveles de creatinina y BUN. La 

nueva dosis de CP correspondió a 22 mg/kg i.p. Una vez que se comprobó que la 

FC protegía del daño renal inducido por CP, se comenzaron a realizar los 

experimentos en las mitocondrias. 

 

Se empleó microscopía electrónica con el objetivo de evaluar nuestro método de 

aislamiento mitocondrial. El resultado derivado de esta evaluación reveló una 

pureza alta de las mitocondria aisladas.  

 

Los datos de oximetría revelan que el tratamiento con CP induce alteraciones en 

los complejos mitocondriales y causan la reducción del consumo de oxígeno del 

estado 3 con malato:glutamato como con succinato.  

 

Se podría especular que el tratamiento con CP modifica la actividad de los 

complejos I-IV. El consumo de oxígeno del estado 4 se incrementó con ambos 

sustratos; es decir, las mitocondrias están desacopladas pues fueron incapaces de 

incrementar la respiración en presencia de ADP exógeno (estado 3). En 

consecuencia, el ICR disminuyó. Probablemente, la FC atenuó las alteraciones en 

la actividad de los complejos mitocondriales inducidos por CP, quizá lo suficiente 

para reducir las variaciones en los estado 3 y 4 y el ICR con succinato.  

 

La respiración desacoplada inducida con FCCP se reduce significativamente en el 

grupo de CP, ya que probablemente, la actividad de los complejos mitocondriales 

(I-IV) están afectados. En el grupo pre-tratado con FC se re-establece la 

respiración desacoplada (con succinato como sustrato).  

 

En el grupo tratado con CP, el rendimiento de la síntesis de ATP por oxígeno 

consumido (ADP/O) se reduce, dato que correlaciona perfectamente con la 

disminución de la síntesis de ATP inducida por CP. Estos cambios se previnieron 

por la dosis única de 30 mg/kg i.p de FC. 
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El calcio y las ERO, son inductores de la apertura del poro de transición de la 

permeabilidad (PTPm). Así, el ensayo de manejo de calcio y el de potencial de 

membrana mitocondrial, indica que las mitocondrias del grupo CP no tienen la 

capacidad de almacenar Ca2+ de la misma manera que las del grupo testigo, como 

consecuencia del ingreso del catión el potencial de membrana se reduce 

provocando la apertura del PTPm y la subsecuente liberación de Ca2+, como 

consecuencia la disipación del potencial de la membrana mitocondrial (Isenberg y 

Klauning, 2000). En experimentos que emplearon a la CsA como un inhibidor del 

la apertura del PTPm, la mitocondria conservó la habilidad de retención de calcio y 

el potencial de membrana mitocondrial (Isenberg y Klauning, 2000). Estos datos 

evidencian que las mitocondrias del grupo CP inducen la apertura del PTPm. 

Estos cambios se previnieron por el tratamiento con FC.  

 

Se ha reconocido la disfunción mitocondrial como un mediador en diferentes 

patologías, como el envejecimiento celular debido al aumento de ERO que origina 

daños al ADN, lípidos y proteínas (Paradies et al., 2010; Brand et al., 2013). 

Aproximadamente el 2% del oxígeno en la mitocondria se reduce a superóxido, 

principalmente en los complejos I y III, la mayor parte es dismutado de H2O2 por 

SOD mitocondrial (Inoue et al., 2003; Klimova y Chandel, 2008). El H2O2 puede 

atravesar a través de la membrana mitocondrial y más tarde puede dar lugar a la 

producción de radicales hidroxilo altamente reactivo y al daño oxidante (Ott et al., 

2007). 

 

El daño oxidante mitocondrial inducido por CP se caracterizó por una reducción 

significativa del contenido de GSH y por la reducción en la actividad de aconitasa. 

En el grupo FC+CP, la FC evitó la reducción de las enzimas antioxidantes CAT y 

GPx, las cuales degradan al H2O2.  

 

El radical O2
•- es la ERO responsable del mayor daño oxidante en las 

mitocondrias, ya que todo el O2
•- se reduce a H2O2. Ésta última ERO, difunde 

libremente por la membrana mitocondrial induciendo daño a proteínas y lípidos del 
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riñón. A la vez, la reducción de GSH disminuye la actividad de GPx que lo emplea 

como cofactor. 

 

Gupta et al. (2011) describieron que la FC (70 mg/kg i.p.) mitiga la despolarización 

de la membrana mitocondrial y atenúa la apoptosis en timocitos de ratas tratadas 

con tributil estaño (Gupta et al., 2011). También, se ha demostrado que la FC (200 

mg/kg por vía oral) previene la permeabilización de la membrana mitocondrial 

(Saini et al., 2012). Recientemente, Lim et al. (2012) describieron el efecto 

inhibidor de FC (50 mg/kg, i.p.) en los eventos apoptóticos inducidos por CP (12 

mg/kg, i.p.) en ratones. 

 

Coinsiderando nuestros resultados y los antes descritos, el siguiente paso en 

nuestra línea de investigación sería determinar la actividad de los complejos 

mitocondriales y conocer si la FC no interfiere con la acción antineoplásica del CP. 

Por otro lado, es necesario evaluar si los resultados obtenidos en el presente 

estudio serían reproducibles en un modelo de cáncer murino y posteriormente en 

humanos con cáncer, con el fin de prevenir la nefrotoxicidad inducida por CP y 

quizá otros efectos secundarios.  
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9 RESUMEN DE RESULTADOS  
 

 La FC utilizada presenta actividad antioxidante contra las ERO involucradas 

en el daño renal inducido por CP. 

 La FC protege de manera dosis-dependiente contra el daño renal 

inducido por CP en el homogenizado renal en ratones CD-1. Esta 

protección se asoció con la reducción del daño oxidante y a la disminución 

de las enzimas antioxidantes (GPx, GST, GR y CAT). 

 La FC previene el daño en los siguientes parámetros mitocondriales tanto 

con malato:glutamato como con succinato, evitó la reducción en: el ICR, la 

síntesis de ATP, el potencial de membrana y del manejo de calcio, la 

actividad de las enzima antioxidantes GPx y CAT, así como en la actividad 

de aconitasa y del contenido de GSH, marcadores de estrés oxidante.  

 

10 CONCLUSIÓN 
 
La ficocianina previene el daño renal inducido por cisplatino reduciendo el daño 

oxidante, previniendo la reducción de la actividad de las enzimas antioxidantes, 

así como la disfunción mitocondrial inducida por cisplatino.  
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12 ANEXO 
 

12.1 Aislamiento de mitocondrias renales  
En este punto del trabajo se terminó el CP usado en experimentos anteriores 

(Sigma Cat. no. P4394 lote: MKBG8465V) y se comenzó a emplear un nuevo 

frasco de CP (Aldrich Cat. no. 479306 lote: MKBH5984V). La dosis del nuevo 

frasco que indujo un daño similar al CP anterior, fue la dosis de 22 mg/kg i.p. 

(Figura 1A). Así, los experimentos se realizaron con esta nueva dosis. 
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Figura 1A. Dosis efecto del nuevo cisplatino que se empleó en las determinaciones en las 
mitocondrias aisladas de riñón en ratones CD-1. *P<0.05 vs 0 mg/kg i.p. de CP. 

 

El aislamiento de las mitocondrias se realizó en los grupos: T, FC (30 mg/kg i.p.), 

CP y FC+CP. Para el fraccionamiento celular, los riñones se colocaron en un 

homogenizador tipo Potter en amortiguador de aislamiento 1, pH 7.4 (manitol 225 

mM, sacarosa 75 mM, HEPES 11 mM, Na2EDTA 1 mM, BSA 0.5%) en una 
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relación 10:1 (m:v). Los núcleos y células no homogenizadas se separaron tras 

centrifugar a 1,100 g por 5 minutos a 4°C. Para la obtención del botón de 

mitocondrias, el sobrenadante se centrifugó nuevamente en un gradiente de 

percoll (15-56 %) a 18,500 g por 10 min a 4°C. Con el fin de eliminar el percoll, se 

realizó un lavado del pellet con 1 mL del amortiguador de aislamiento 2, pH 7.4 

(manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, HEPES 11 mM, EDTA 1 mM) y se centrifugó a 

12,500 g por 10 min. Finalmente el pellet se re-suspendió en 50 μL del 

amortiguador de aislamiento 2 (Figura 2A).   

 

 
Figura 2A. Diagrama representativo del aislamiento de mitocondrias renales con 
gradiente de percoll. Basado en ELTE Faculty of Natural Sciences, Institute of Biology 
Copyright © 2013.  
 

12.1.1 Microscopía electrónica de mitocondrias aisladas  
Las mitocondrias aisladas del grupo testigo se obtuvieron mediante el método 

descrito en la sección 7.7 se fijaron en una solución de glutaraldehído al 10% 

disuelto en tampón de cacodilato pH 7.2 durante 4 h a 4ºC, se fijaron 

posteriormente en 2% (v/v) de tetróxido de osmio, se deshidrataron en alcohol 

etílico y se embebieron en resina epoxi. Se obtuvieron secciones ultrafinas con un 

ultramicrótomo Sorval MT-6000, contrastados con acetato de uranilo y citrato de 

plomo y se examinaron con un microscopio electrónico FEI-Tecnai G2. 
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12.1.2 Oximetría 
El consumo de oxígeno se determinó con un electrodo tipo Clark en una cámara 

de 100 μL a 30°C. Se empleó un medio de respiración que contenía: manitol 220 

mM, sacarosa 70 mM, KH2PO4 10 mM, MgCl2 5 mM, HEPES 5 mM, EDTA 1 mM y 

BSA 0.2%. Como sustrato de respiración se utilizó tanto succinato como 

malato/glutamato. La determinación se inició al colocar las mitocondrias recién 

aisladas (10-15 μg de proteína, estado 1), posteriormente se adicionó el sustrato 

malato/glutamato 10 mM/0.5 mM o succinato 10.5 mM, respectivamente (estado 2) 

y AD  115 μM (estado 3). Al agotarse el ADP, la respiración llegó al estado 4. En 

ese momento se adicionó FCCP 0.2 mM para obtener la respiración desacoplada. 

Todos los datos se ajustaron a la cantidad de proteína adicionada. El ICR se 

calculó como el cociente del estado 3/estado 4 y la relación ADP/O se obtuvo tras 

interpolar la cantidad de AD  adicionada por μmol de oxígeno consumido durante 

el estado 3 (Figura 7).   
 

12.1.3 Síntesis de ATP 
Se determinó en mitocondrias recién aisladas mediante reacciones acopladas que 

se basan en la producción de NADPH a partir del NADP+ por la enzima glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (G6PDH) con glucosa-6-fosfato como sustrato. El medio 

de reacción empleado contenía: hexocinasa 9 U/mL, glucosa 2.6 mM, G6PDH 2 

U/mL, NADP+ 1.8 μM y succinato 17 mM como sustrato para 15 μg de proteína 

mitocondrial. La cinética se inició con la adición de ADP 0.24 nM y la absorbancia 

fue medida a 340 nm por 5 min. El coeficiente de extinción de NADPH usado fue 

6,22x103 mM-1cm-1. Finalmente se adicionó oligomicina A (10 μM) para la 

determinación de la síntesis basal, ésta se resta a la actividad obtenida sin 

oligomicina.  

 

12.1.4 Retención de calcio 
 El manejo de Ca2+ se evaluó con un espectrofotómetro de doble haz y se graficó 

el delta de absorbancia entre 675 y 685 nm. Se empleó arsenazo III 28 µM en una 

mezcla de reacción que contiene: KPi, succinato 10 mM, ADP 0.2 mM y rotenona 
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1.8 µg/mL. El ensayo inició con la adición de 2 mg de proteína mitocondria (4 

ratones) y posteriormente se adicionó CaCl2 100 μM. Como control interno del 

ensayo, se colocó ciclosporina 1 µM al grupo tratado con CP (Martínez-Abundis et 

al., 2010).  

 

12.1.5 Potencial de membrana 
La disipación del potencial de membrana se evaluó con el colorante catiónico 

safranina O con un espectrofotómetro de doble haz y se graficó la diferencia de 

absorbancias de 525 y 575 nm. Se realizó de la misma manera que el ensayo de 

manejo de Ca2+, previamente descrito, la diferencia fue el uso de safranina 10 µM 

(García et al., 2000).   

 

12.1.6   Daño oxidante mitocondrial 
Para conocer el daño oxidante en los grupos, se determinó la actividad de la 

enzima aconitasa y el contenido del GSH en las mitocondrias renales. 

 

12.1.6.1 Aconitasa 
La actividad de aconitasa se midió espectrofotométricamente como la formación 

de cis-aconitato a partir de citrato de sodio 1 mM, cisteína 1 mM, MnCl2 0.5 mM, 

siguiendo la absorbancia a 240 nm empleando un coeficiente de extinción molar 

de 3.6 mM-1cm-1 (García et al., 2000). 
 

12.1.6.2 Contenido de GSH 
El contenido de GSH se determinó del mismo modo que el homogenizado renal, 

(apartado 7.6.2) con 50 µg de proteína mitocondrial. 
 

12.1.7 Actividad antioxidante mitocondrial 
La actividad de las enzimas antioxidantes se determinó del mismo modo que el 

homogenizado renal empleando 50 µg de proteína mitocondrial (apartado 6.6.3.). 

Para la determinación de la actividad de la enzima SOD se emplearon 125 µg de 

proteína mitocondrial en una mezcla de reacción que contenía xantina 0.3 mM, 

EDTA 0.6 mM, NBT 150 µM, Na2CO3 400 mM y ASB 1%.  
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12.2 RESULTADOS ANEXOS 
 

12.2.1 Marcadores de daño renal 
Después de 72 h de la dosis de CP, se encontró un incremento significativo (2 a 3 

veces)  en los niveles plasmáticos de creatinina y BUN. El pre-tratamiento con FC 

(30 mg/Kg i.p. 1 h antes del CP), previno las alteraciones en los marcadores de la 

función renal (Figura 3A).  
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Figura 3A. Marcadores de función renal. La dosis única de CP (22 mg/kg i.p.) incrementó 
la concentración de creatinina (A) y BUN (B) indicando daño renal. El pre-tratamiento con 
FC (30 mg/kg i.p.) previno significativamente dicho daño. 
 
 

12.2.2 Microscopía electrónica de las mitocondrias aisladas 
La calidad del método de aislamiento de las mitocondrias se estimó por 

microscopía electrónica. En la Figura 4A se observan mitocondrias obtenidas a 

partir de los riñones del grupo T. Las membranas internas y externas están 

conservadas en la mayoría de los orgánulos estudiados, indicando una alta 

eficiencia del método de aislamiento de mitocondrias. 
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Figura 4A. Microscopía electrónica de mitocndrias aisladas (50,000x). La calidad del 
aislamiento mitocondrial se evaluó mediante microscopía electrónica. Las mitocondrias 
están bien conservadas indicando una alta eficiencia en el método de aislamiento.  
 
 
12.2.3 Oximetría 
 

12.2.3.1 Malato:glutamato como sustrato   
En el grupo tratado con CP se redujo marcadamente el estado 3, aumentó el 

estado 4 y por lo tanto se obtuvo un ICR bajo. La respiración máxima, inducida 

con FCC, se redujo de manera significativa en comparación al grupo T. En el 

grupo pre-tratado con FC se previno la reducción del estado 3, más no el 

incremento del estado 4, además se atenuó la reducción del ICR y la respiración 

desacoplada inducidos por CP (Figura 5A). 
 

12.2.3.2 Succinato como sustrato   
La respiración mitocondrial de los diferentes estados, con succinato como 

sustrato, fueron significativamente diferentes al grupo T. El grupo de CP redujo la 

respiración en el estado 3 e incrementó el estado 4. Como consecuencia, 

disminuyó el ICR (estado 3/ estado 4). La respiración con el desacoplante FCCP, 

incrementa al máximo la respiración, sin embargo este aumento fue mínimo en el 

grupo tratado con CP. 
 

En el grupo pre-tratado con FC, se previno la reducción del estado 3 y 4, el ICR y 

la respiración desacoplada (Figura 6A).  
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Figura 5A. Respiración mitocondrial con malato/glutamato. En el grupo tratado con CP se 
reduce significativamente el estado 3 (A), se incrementa el estado 4 (B) y se reduce tanto 
el ICR  (C) como la velocidad máxima (D). El grupo pre-tratado con FC evita las 
alteraciones del estado 3 y el ICR, mas no las del estado 4 ni la respiración desacoplada 
inducidas por CP. Los datos están expresados como media±E.E., n=3-6. * P<0.05 vs T, # 
P<0.05 vs CP. T: testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.). 
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Respiración desacoplada
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Figura 6A. Respiración mitocondrial dependiente del complejo 2. En el grupo de CP 
redujo la respiración del estado 3 (ADP) (A) e incrementó el estado 4 (sin ADP) (B), se 
reduce el ICR (estado 3/ estado 4) (C) y reduce la respiración desacoplada (con FCCP) 
(D). Dichos cambios fueron prevenidos de manera significativa en el tratamiento con FC. 
Los datos están expresados como media±E.E., n=3-6. * P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP, T: 
testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.).   
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Figura 7A. Efecto de FC en el rendimiento de la síntesis de ATP por molécula de oxígeno 
consumida durante el estado 3 con malato/glutamato como sustrato Los datos están 
expresados como media±E.E., n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP. 
 
Otro parámetro determinado fue el rendimiento de la síntesis de ATP por consumo 

de oxígeno (ADP/O) con ambos sustratos (Figuras 7A y 8A). Dicho rendimiento se 

redujo de manera significativa en el grupo tratado con CP en comparación con el 

grupo T. Estas alteraciones se previnieron de manera significativa en el grupo 

FC+CP. 
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Figura 8A. Efecto de FC en la síntesis de ATP con succinato como sustrato. Relación 
ADP/O, rendimiento de la síntesis de ATP por molécula de oxígeno consumida durante el 
estado 3. Los datos están expresados como media±E.E., n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05 
vs CP. 
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12.2.4 Síntesis de ATP 
El gradiente de protones generados en el transporte de electrones de los 

complejos mitocondriales I, III y IV se emplea en la síntesis de ATP por el 

complejo V o ATP sintasa. Los datos de las mitocondrias aisladas de los grupos, 

revelaron que el grupo tratado con CP reduce marcada y significativamente la 

síntesis de ATP en comparación al grupo T (Figura 9A).  
 

Estos datos indican que el bombeo de protones por los complejos III y IV 

probablemente estén reducidos en el grupo tratado con CP aunado a la baja 

actividad del complejo V, ATP sintasa. Como consecuencia el potencial de 

membrana generado no es suficiente para sintetizar ATP y/o la ATP sintasa está 

dañada por CP. El pre-tratamiento con FC, previene la reducción de la síntesis de 

ATP. 
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Figura 9A. Síntesis de ATP por la mitocondria con succinato como sustrato. Los datos 
están expresados como media±E.E, n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP. 
 

 
12.2.5 Retención de calcio por la mitocondria 
La evaluación del manejo de Ca2+ de las mitocondrias de todos los grupos 

demuestra que el grupo tratado con CP no posee la capacidad de retener el Ca2+ 

adicionado y, tan solo 5 minutos después de añadirlo, las mitocondrias lo liberan al 
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medio. A diferencia del grupo T, el cual retiene el Ca2+ hasta el final del ensayo 

(Figura 10A). No obstante, el grupo FC+CP previene esta liberación. 

 

 

 

 
Figura 10A. Efecto de FC en la retención de calcio mitocondrial determinada con 
arsenazo III. El trazo representa tres experimentos realizados de manera independiente 
con un pool de 4 ratones por grupo. Ciclosporina (CsA). 
 
 
12.2.6 Potencial de membrana 
Por otra parte, el estudio del potencial de membrana evaluado con safranina, 

demuestra que el grupo CP pierde el potencial de membrana al poco tiempo de 

adicionar el Ca2+, mientras que el grupo FC+CP conserva el potencial de 

membrana por un tiempo más prolongado (Figura 11A). 
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Figura 11A. Trazo representativo del potencial de membrada determinado con safranina 
de tres experimentos independientes. El grupo CP pierde el potencial de membrana al 
poco tiempo de adicionar Ca2+ 100 mM a los 600 s. 
 

 

12.2.7 Daño oxidante mitocondrial 
El cisplatino indujo daño oxidante en las mitocondrias renales aisladas y redujo la 

concentración de GSH de manera significativa con respecto al grupo T. A su vez, 

redujo la actividad de la enzima aconitasa, la cual es muy sensible al daño 

oxidante. En el grupo pre-tratado con FC, se redujo la pérdida del contenido de 

GSH y se atenúo la pérdida en la actividad de dicha enzima (Figura 12A).  
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Figura 12A. Marcadores de daño oxidante mitocondrial. El pre-tratamiento de FC 
previene la redución de (A) GSH y (B) de la actividad de aconitasa inducida por CP. Los 
datos están expresados como media±E.E., n=3-6. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP. T: 
testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.), GSH: glutatión. 
 

 

12.2.8 Actividad antioxidante mitocondrial 
Se evaluó la actividad antioxidante en las mitocondrias renales aisladas de los 

diferentes grupos. La FC previno significativamente la reducción en la actividad de 

CAT y atenuó la reducción en la actividad de GPx y GR inducidos por CP. La 

actividad de SOD solo fue ligeramente reducida en el grupo tratado con CP. La FC 

per se no modificó la actividad de GPx, CAT y SOD pero aumentó la actividad de 

GR (Figura 13A). 
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Figura 13A. Actividad antioxidante mitocondrial. El grupo CP redujo significativamente la 
actividad de A: GPx y C: CAT. Atenúo la actividad de B: GR y C: SOD. El grupo FC+CP 
previno la reducción de la actividad de CAT y atenúo las alteraciones en GPx y GR. Los 
datos están expresados como media±E.E.,  n=3-6. * P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP, T: 
testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.), GPx: glutatión 
peroxidasa, CAT: catalasa, GR: glutatión reductasa, SOD: superóxido dismutasa. 
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13 ARTÍCULOS GENERADOS 
13.1 Nutreceutical properties of phycocyanin 
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13.2 C-phycocyanin prevents cisplatin-induced nephrotoxicity through 
inhibition of oxidative stress 
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