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i. RESUMEN 

Antecedentes: La gentamicina (GM) es un antibiótico que pertenece a la familia 

de los aminoglucósidos de gran especificidad frente a bacterias gram negativas y 

que es muy usado para el tratamiento de infecciones de los tractos urinario y 

respiratorio. así como de la piel y tejidos blandos. Sin embargo, la nefrotoxicidad 

es el efecto colateral más frecuentemente asociado a la administración sistémica 

de este antibiótico. Se ha estimado que aproximadamente el 20% de los pacientes 

tratados con GM, muestran señales de insuficiencia renal aguda después de 7 

días, lo cual limita el uso de este antibiótico en la práctica clínica. 

Planteamiento del problema: Debido al amplio uso que se le da a la GM debido 

a su costo relativamente bajo, a su rápida acción bactericida, a su amplio espectro 

de actividad, a su estabilidad química y a que casi no genera resistencia, se 

pretende encontrar una forma de proteger al riñón de los efectos colaterales 

dañinos y así aumentar su utilidad clínica. El mecanismo por el cual este 

aminoglucósido genera daño al riñón aún es incierto, sin embargo se ha propuesto 

que las especies reactivas del oxígeno juegan un papel muy importante para 

generar el daño. Se ha demostrado ya, en un estudio previo realizado en nuestro 

laboratorio que una dieta enriquecida al 2% con polvo de ajo protege al riñón 

contra este efecto adverso, sin embargo se pretende conocer cual es el principio 

activo del ajo responsable de la protección observada. Por lo tanto en el presente 

estudio se evaluará el efecto que tiene el dialil sulfuro, un metabolito de la alicina 

que se encuentra en el organismo después del consumo de ajo y que además es 

uno de los componentes del aceite de ajo, sobre el daño renal que induce la GM. 

Objetivo: Evaluar el efecto que ejerce el dialil sulfuro sobre la nefrotoxicidad 

inducida por gentamicina para conocer si es el responsable total o parcial de la 

protección que ofrece una dieta enriquecida al 2% con polvo de ajo reportada 

previamente. 

Metodología: Se utilizaron 35 ratas macho de la cepa Wistar de peso aproximado 

de 230-250 g, divididos en 4 grupos según el tratamiento que recibieron: Control 
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(CT), Gentamicina (GM), Dialil sulfuro (DAS) y Dialil sulfuro más gentamicina 

(DAS+GM). La GM se administró en una dosis de 125 mg/kg vía subcutánea y el 

dialil sulfuro se administró en dosis de 50 mg/kg vía intragástrica, amba::: dosis se 

dieron cada 24 h por 4 días. Los animales se mantuvieron en jaulas metabólicas 

durante todo el tratamiento, el cual se suspendió un día y se sacrificaron al 

siguiente día por decapitación para la recolección de la sangre y así obtener el 

suero para su posterior uso. Los animales se mantuvieron en cajas metabólicas 

para recolectar la orina de 24 h del día 5 para el 6 de tratamiento. En la orina se 

determinaron creatinina y parámetros para evaluar el daño tubular: actividad de N­

acetil-13-D-glucosaminidasa y proteinuria. En el suero sanguíneo se determinaron 

parámetros para evaluar el daño glomerular: creatinina y nitrógeno de urea, así 

como para determinar la actividad de la GPx (marcador de daño tubular). Se 

extrajeron los dos riñones de cada animal para determinar en la corteza renal la 

actividad de las enzimas antioxidantes (catalasa, glutatión peroxidasa citsólica y 

superóxido dismutasa así como sus isoformas Mn-SOD y Cu-Zn-SOD) y realizar la 

cuantificación de proteínas oxidadas como marcador de estrés oxidativo. En la 

corteza renal también se realizaron estudios histológicos y de inmunohistoquímica. 

Resultados: 

Parámetros que evalúan la función tubular: La administración de GM indujo un 

aumento en la actividad de la enzima N-acetil-13-D-glucosaminidasa (NAG) y en la 

excreción de proteínas totales en orina así como una disminución de la actividad 

de GPx plasmática. Sin embargo, el tratamiento simultáneo con DAS a las ratas 

tratadas con GM evitó de forma total el aumento en la actividad de la NAG, y sólo 

de forma parcial el de la proteinuria, pero no la disminución de la actividad de GPx 

plasmática. 

Parámetros que evalúan la función glomerular: El tratamiento con GM indujo un 

aumento en la concentración de creatinina y de nitrógeno de urea en suero, la cual 

se evitó de forma parcial al administrar DAS a ratas tratadas con GM. 

Histología: La administración de GM provocó un elevado daño estructural en la 

corteza renal ya que se observó necrosis y licuefacción casi total de las células 

epiteliales del túbulo proximal, sin embargo los cortes renales de ratas a las que 



se les administró DAS en paralelo con GM mostraron una notable mejoría 

observándose solamente una ligera necrosis tubular. 

Marcadores de estrés oxidativo: El tratamiento con GM provocó un aumento en la 

formación de residuos de nitrotirosina, como lo reveló la inmunohistoquímica y en 

la concentración de proteínas oxidadas: este aumento se evitó en forma parcial 

con la administración de DAS a ratas tratadas con GM. 

Actividad de las enzimas antioxidantes en corteza renal: La administración de GM 

disminuyó significativamente la actividad de CAT, SOD total y de la isoforma Mn­

SOD y ligeramente, sin ser significativa, de la GPx. El tratamiento con DAS a 

ratas tratadas con GM no previno la disminución de la actividad de CAT, SOD total 

y Mn-SOD, pero si aumento significativamente la actividad de la GPx. Sin 

embargo, el DAS provocó per se una disminución en la actividad de las enzimas 

CAT y Mn-SOD. La actividad de la isoforma Cu-Zn-SOD no se afectó en ninguno 

de los tratamientos. 

Efecto de DAS sobre la producción de 02· in vitro: La adición de DAS en el ensayo 

enzimático utilizando NBT como aceptar de electrones provocó una disminución 

en la formación del ácido úrico y en consecuencia de la producción_ del 0 2-· . En el 

caso del ensayo enzimático utilizando citocromo c como aceptar de electrones y 

del ensayo no enzimático se observó un aumento en la producción de ácido úrico 

y del 02··. 

Conclusión: La administración de DAS a ratas tratadas con GM resultó en una 

protección parcial de los efectos nefrotóxicos inducidos por el fármaco debido a su 

posible acción antioxidante. Los hallazgos encontrados del efecto de DAS sobre 

la producción de anión superóxido demostraron que este compuesto no es un 

atrapador efectivo de esta ERO. 

-----~- -------~~~------...... -----------........ - ........ -"'""":i_ 



ATP 
BUN 
CAT 
cGPx 
CT 
Cu-Zn-SOD 
DAS 
DAS+GM 
DAOS 
DATS 
DFO 
DMSO 
DMTU 
EC-SOD 
EROs 
gl-GPx 
GM 
GPx 
GSH 
GSSH 
GSH-Rx 
GST 
HOCI 
H202 
HQO· 
H&E 
Kf 
Mn-SOD 
MROs 
NADH 
NADPH 
NAG 
NBT 
Oi-
OH· 
PAF 
PH-GPx 
plGPx 
RO· 
ROO· 
SAC 
SAMC 
SOD 

ii. ABREVIATURAS 
Adenosintrifosfato 
Nitrógeno de urea en sangre 
Cata lasa 
Glutatión peroxidasa citosólica 
Grupo control 
Superóxido dismutasa que contiene cobre y zinc 
Dialilsulfuro y/o grupo tratado con dialilsulfuro 
Grupo tratado con dialilsulfuro y gentamicina 
Dialildisulfuro 
Dialiltrisulfuro 
Deferoxamina 
Dimetilsulfóxido 
Dimetiltiourea 
Superóxido dismutasa extracelular 
Especies reactivas del oxígeno 
Glutatión peroxidasa gastrointestinal 
Gentamicina y/o grupo tratado con gentamicina 
Glutatión peroxidasa 
Glutatión reducido 
Glutatión oxidado 
Glutatión reductasa 
Glutatión S-transferasa 
Ácido hipocloroso 
Peróxido de hidrógeno 
Radical perhidroxilo 
Hematoxilina y eosina 
Coeficiente de ultrafiltraeión capilar glomerular 
Superóxido dismutasa que contiene manganeso 
Metabolitos reactivos del oxígeno 
Nicotinamida adenina dinucleótido 
Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 
N-acetil-13-D-glucosaminidasa 
Nitroazul de tetrazolio 
Anión superóxido 
Radical hidroxilo 
Factor activador de plaquetas 
Glutatión peroxidasa de fosfolípidos 
Glutatión peroxidasa plasmática 
Radical alcoxilo 
Radical peroxilo 
S-alilcisteína 
S-Alilmercaptocisteína 
Superóxido dismutasa 

·,.) 



l. INTRODUCCIÓN 

1. Gentamicina (GM) 

Es un antibiótico natural de amplio espectro producido por la fermentación del 

actinomiceto Micromonospora purpurea. Pertenece al grupo de los 

aminoglucósidos de estructura heterociclica formado por dos aminoazúcares - la 

purpurosamina y garosamina - unidos por enlaces glucosidicos a un anillo de 

aminociclitol. Las variaciones en la metilación de la purpurosamina genera a los 

diferentes componentes de la subfamilia de la GM, que incluye las gentamicinas 

e,, C2 y C1a; dichas modificaciones al parecer tienen poco efecto en la actividad 

biológica (1, 2). 

2-deox/esueptam/na 

NH2 

o 

1 

OH~CH, 
HNCH OH J 

G•rosemln• 

C 1a : R 1 = R2 = H 

Fig 1. Estructura química de la gentamlcina 

1. 1 Mecanismo de acción 

Su acción bactericida se debe a que penetra a través de la membrana celular, se 

fija a la subunidad ribosómica bacteriana 30S e interfiere en la iniciación de la 

síntesis de proteínas y con la lectura del código genético del ARNm, causando así 

la muerte de la bacteria (3, 4). 



1. 2 Usos y aplicaciones terapéuticas 

Se utiliza en la terapéutica de infecciones microbianas graves generadas por 

gram negativos como las causadas por Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli, Enterobacter, Klebsiella, Serratia. Citrobacter, Providencia. así como en 

infecciones por gram positivos como Neisseria gonorrhoeae y Staphylococcus. En 

general se emplea en el tratamiento de infecciones del riñón y aparato 

genitourinario, vías respiratorias (neumonía), sistema nervioso central (meningitis), 

gastrointestinales, pélvicas, peritonitis, osteomielitis, otitis, bacteriemia, heridas y 

quemaduras infectadas (1, 5). 

1. 3 Farmacocinética 

La GM se administra por vía parenteral o tópica ya que su absorción por el 

intestino es escasa debido a que es una molécula policatiónica fuertemente polar. 

Cuando se aplica por vía intramuscular se absorbe con rapidez y su vida media en 

plasma es corta: 1 a 4 h en humanos y de 30 min en animales pequeños de 

laboratorio (6). La unión de GM a proteínas plasmáticas es baja y su 

concentración en secreciones y tejidos es pequeña. Sin embargo, la GM se 

acumula en el riñón ya que una parte se reabsorbe en los túbulos proximales y su 

tiempo de vida media en la corteza renal es amplio, como en la rata en la cual 

excede las 100 h (7, 8). También se detectan cifras altas en la endolinfa y perilinfa 

del oído interno. La GM se excreta casi por completo mediante filtración 

glomerular eliminándose en la orina sin cambios, con una recuperación hasta del 

80% del fármaco después de 24 h de haber sido administrado (1, 5, 7). 

1.4 Limitaciones en el uso de la gentamicina 

A pesar de que la GM es el aminoglucósido de primera elección por ser un 

antibiótico de amplio espectro, de bajo costo y de tener una actividad fiable contra 

casi todos los aerobios gram negativos (1 ), su uso clínico está limitado debido a 

que se han descrito fuertes efectos nefrotóxicos y ototóxicos (8-10). Las 

complicaciones que se atribuyen a la toxicidad debida a aminoglucósidos, se 

considera como una de las razones más comunes para prolongar la estancia de 
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pacientes en los hospitales en el mundo desarrollado con grandes pérdidas 

económicas ( 11 ). Los efectos nefrotóxicos son los más comunes y se desarrollan 

después de periodos relativamente cortos de tratamiento (12, 13). Algunas de las 

características fisicoquimicas y farmacocinéticas de éste compuesto que 

contribuyen definitivamente a la manifestación del daño renal son: un rápido 

transporte. una gran acumulación y una ávida retención durante periodos 

prolongados (2). Se sabe que 8-26% de los individuos que reciben tratamiento con 

éste antibiótico durante varios días muestran trastorno renal, el cual es reversible 

si se descontinúa su uso (14-16). El nivel de daño es proporcional a la duración 

del tratamiento, pudiendo incrementarse hasta en un 50% en el caso de terapias 

prolongadas ( 17) como resultado de la acumulación y retención ávida del fármaco 

en las células tubulares proximales (18-20). 

2. La gentamicina y el daño renal 

La nefrotoxicidad por GM representa del 1 O al 15% de todos los casos de 

insuficiencia renal aguda (21 ), que es la disminución abrupta de la filtración 

glomerular. Las primeras etapas de daño renal tras la administración de la 

gentamicina se caracterizan por un aumento de la excreción urinaria de varias 

enzimas tubulares (alanina aminopeptidasa, N-acetil-13-D-glucosaminidasa y 

fosfatasa alcalina), proteinuria e incremento en la excreción de 13-2-microglobulina. 

Más tarde aparecen modificaciones en el sedimento urinario (leucocituria y 

cilindruria) y finalmente, como resultado de la disminución de la filtración 

glomerular, un aumento del nitrógeno de urea en sangre (BUN) y de la creatinina 

plasmática (2, 22). 

El mecanismo preciso por el cual se produce la nefrotoxicidad inducida por GM 

aún es incierto (4, 23); incluso algunos sugieren que podrían ser varios los 

responsables del efecto tóxico. Se ha sugerido que la nefrotoxicidad está 

principalmente relacionada a una acumulación preferencial del fármaco en los 

túbulos proximales del riñón (24) lo cual causa un daño que es seguido por un 

deterioro de la función renal que se manifiesta por una azoemia (25). Se han 

propuesto varias hipótesis para explicar esta patogénesis sobre las células de los 

3 
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túbulos proximales tales como el daño a la estructura y función de las membranas 

lisosomal (26), mitocondrial (27) y plasmática (28). 

Las células de los túbulos proximales de la corteza del riñón poseen un 

mecanismo de transporte particular y pueden concentrar al fármaco hasta niveles 

5-50 veces más elevados a los que se encuentran en plasma (21, 29). La GM no 

es metabolizada y se excreta sin cambios por los riñones. Sufre una libre filtración 

por los glomérulos pero una pequeña porción toxicológicamente importante de la 

gentamicina total filtrada, es reabsorbida por las células de los túbulos proximales 

(30). El transporte se realiza principalmente a través del borde en cepillo luminal 

de las células de los túbulos renales, e incluyen la unión inicial del aminoglucósido 

(con carga positiva) al fosfatidilinositol (con carga negativa) dentro de la 

membrana (29, 31-33). Se considera que la internalización se realiza por 

pinocitosis. formándose vesículas que luego se fusionan con lisosomas, cuyo 

interior cargado negativamente atrapa de forma efectiva la gentamicina (30, 34). 

Morfológicamente causan una acumulación de estructuras multilamelillares dentro 

de los lisosomas, que se llaman cuerpos mieloides (34-36). 

Algunos autores señalan que la nefrotoxicidad por gentamicina se produce 

fundamentalmente por una fosfolipidosis provocada por una inhibición de enzimas 

responsables del metabolismo de los lípidos (fosfolipasas lisosomales A1, A2 y 

C1) (37-39), habiéndose asociado también con una pérdida de la actividad de la 

esfingomielinasa. (40, 41 ). Finalmente la fosfolipidosis conllevaría a la destrucción 

del organelo y subsecuentemente a la necrosis celular. De igual forma, la 

inhibición de la fosfolipasa e específica para fosfatidilinositol citosólico ( 42) y 

responsable de la biosíntesis de prostaglandinas y prostaciclinas vasodilatadoras, 

conllevaría a una vasoconstricción arteriolar y a una disminución en la filtración 

glomerular (43). 

En contraste con lo expuesto anteriormente, se ha descrito que la administración 

de aminoglucósidos puede activar a la fosfolipasa A2 (44), catalizando a partir de 

los fosfolipidos de membrana la formación de ácido araquidónico y factor activador 

de plaquetas (PAF). El ácido araquidónico por la vía de la ciclooxigenasa daría 

lugar a la síntesis de tromboxanos y prostaglandinas, mediadores 
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vasoconstrictores. Papanikolau et al. (45) y Assael et al. (46) sugirieron que el 

incremento en tromboxanos y prostaglandinas podría jugar un papel en la 

genera0ión de la insuficiencia renal aguda producida por los aminoglucósidos. En 

este sentido, diversos estudios mostraron en ratas tratadas con gentamicina (47, 

48) administrada por vía parenteral (49-51) un aumento en la producción de PAF, 

el cual produce una disminución en la tasa de filtración glomerular. 

Otra enzima afectada por la administración de gentamicina es la Na-K­

adenosinatrifosfato (Na-K-ATPasa), cuya actividad disminuye en homogenados 

corticales de ratas tratadas crónicamente con éste fármaco (52-54). La pérdida de 

integridad de la Na-K-ATPasa se ha señalado como responsable del efecto 

nefrotóxico (55) ya que esta enzima regula el transporte de electrolitos 

intracelulares y el volumen celular. A nivel glomerular, se produce un descenso en 

la tasa de filtración glomerular (VFG), del flujo plasmático renal y del coeficiente de 

ultrafiltración (Kf), e incrementa la resistencia glomerular aferente y eferente (56). 

A nivel mitocondrial disminuye la generación de ATP, lo que altera funciones de 

transporte celular dependientes del mismo, producción de energía y respiración 

celular. Así, se ha evidenciado necrosis celular tras la depleción de ATP en 

modelos experimentales de nefrotoxicidad (57). lnteresantemente, en este 

organelo, rico en hierro hérnico y no hérnico, se potencia la producción de 

radicales libres en presencia de gentamicina (58, 59). 

2. 1 Asociación del daño renal por gentamicina con la generación de especies 

reactivas de oxígeno 

La formación de especies reactivas de oxígeno, como el anión superóxido (02·"), 

el radical hidroxilo (OHº) y el peróxido de hidrógeno (H202) es otro de los 

mecanismos que se han relacionado con la nefrotoxicidad de estos compuestos 

(60, 61 ). Los radicales libres formados pueden generar moléculas muy inestables 

que reaccionan químicamente con macromoléculas como proteínas y ácidos 

nucleicos, produciendo daño celular por modificaciones covalentes (62). Las 

evidencias in vitro indican que la GM aumenta la generación del anión superóxido, 

peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo en las mitocondrias de la corteza renal 
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(58. 63) así como la liberación de hierro. que, en combinación con el antibiótico 

promueve la lipoperoxidación y generación de radicales libres (64). En este 

sentido, la suplemer,•ación de hierro (Fe) en la dieta o la administración del mismo 

vía intramuscular, agrava la nefrotoxicidad por éste antibiótico (65, 66). Además de 

la observación previa, este mecanismo está indirectamente fundamentado in vivo 

por el hecho de que algunos atrapadores de OH' como dimetiltiourea (OMTU), 

dimetilsulfóxido (DMSO) o benzoato de sodio, antioxidantes como la vitamina E y 

el selenio y quelantes de hierro como la deferoxamina (DFO) disminuyen la 

nefrotoxicidad (67-69) inducida por GM en ratas. El mismo efecto se ha observado 

para los atrapadores de radicales libres sobre la ototoxicidad (67, 70). Se ha 

sugerido que la GM por si misma puede ser activada in vitro a especies citotóxicas 

(71 ), en una reacción que es inhibida por dichos atrapadores de radicales libres 

(72). 

Otros trabajos que apoyan el papel de los radicales libres en la nefrotoxicidad 

son los realizados con la enzima superóxido dismutasa (SOD) y el glutatión 

reducido (GSH) (73-77). Se ha evidenciado que la actividad de esta enzima y la 

cantidad de GSH, claves en el proceso fisiológico de eliminación de radicales 

libres, están disminuidos en los tratamientos con GM, lo cual justificaría que el 

incremento en la producción de radicales libres contribuyera a los efectos tóxicos 

renales. El efecto de GM sobre SOD es respaldado por el hecho de que la 

administración de la enzima protege notoriamente contra el daño sobre la función 

renal (77). 

3. Especies reactivas de oxígeno (EROs) 

Un radical libre es cualquier especie capaz de existir de forma independiente y 

que posee uno o más electrones desapareados. Dado que en la mayoría de los 

ambientes químicos hay muchos electrones disponibles, los radicales son 

altamente reactivos. Los términos radicales libres de oxígeno, especies reactivas 

de oxígeno (EROs), metabolitos reactivos del oxígeno (MROs) y especies 

excitadas del oxígeno se han usado indistintamente. Las principales EROs se 

pueden clasificar en dos grupos: 1) Radicales con un electrón del oxígeno 
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desapareado {como OH, Oi-. H02, RO Y ROO· ) y 2) Oxígeno molecular que 

contiene productos como el H202. ROOR, ROOH, singulete de oxígeno, epóxidos 

y endoperóxidos. El término EHOs incluye tanto a las especies de oxígeno 

molecular como a los radicales libres de oxígeno (78). 

Las principales EROs son: 

RADICALES: DE OXIGENO MOLECULAR: 

02.- Anión superóxido y H202 Peróxido de hidrógeno 

su ácido conjugado H02· 

OH· Radical hidroxilo HOCI Ácido hipocloroso 

Roo· Radical peroxilo 03 Ozono 

RO· Radical alcoxilo 102 Singulete de oxígeno 

Hoo· Radical perhidroxilo 

El oxígeno es absolutamente necesario para la vida aeróbica pero también es 

tóxico bajo ciertas condiciones. Químicamente el oxígeno existe como un triplete 

en su estado de energía más bajo, por lo tanto reacciona más rápidamente con 

otras moléculas que se encuentran también como tripletes o con los radicales 

libres que con las que se encuentran como singuletes. Normalmente acepta cuatro 

electrones y se convierte directamente a agua; sin embargo, la reducción parcial 

del oxígeno puede y ocurre en los sistemas biológicos. Así, la reducción 

secuencial del oxígeno a lo largo de una vía univalente durante el metabolismo 

normal conduce a la generación del anión superóxido (02.-), peróxido de hidrógeno 

(H20 2), radical hidroxilo (OH') y agua (H20) (79, 80). 

Sin embargo, la producción excesiva de ellos y en particular del OH· pueden 

resultar en daño tisular en presencia de los iones catalícos hierro (Fe) y cobre (Cu) 

(21, 23) en una reacción que comúnmente se conoce como la reacción catalizada 

por metales de Haber-Weiss/ Fenton (81 ): 

Fe3
• + 02.- ~ Fe2• + 02 (1) 

Fe2• + H202 ~ Fe3
• + OH' + OH" 

02.- + H202 ~ 02 + OH' + OH" 

(2) 

(3) 
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La mayoría de estas rutas metabólicas representan aberturas en el flujo 

normalmente regulado de electrones dentro de las células que permiten a los 

electrones alcanzar el oxígeno molecular fuera de la cadena altamente ordenada 

de transporte de electrones dentro de las mitocondrias. En la mayoría de los 

casos. el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial 

es muy eficiente: sin embargo, es frecuente la pérdida de electrones en sitios de la 

cadena donde participa la coenzima Q, ubiquinona y sus complejos mitocondriales 

enzimáticos que contribuyen a la mayor parte de la producción de las EROs 

celulares. Otros sitios y sistemas de producción de EROs incluyen el retículo 

endoplásmico, la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa, la 

lipooxigenasa, la NO sintasa, la citocromo P-450 reductasa y el ciclo redox de 

xenobióticos. 

El daño oxidativo inducido por las EROs afecta a las clases mayores de 

biomoléculas: ácidos nucleicos, proteínas y lípidos. En términos generales, en los 

ácidos nucleicos producen modificaciones en las bases y ruptura de las hebras 

que pueden conllevar a mutaciones en las nuevas hebras transcritas. En cuanto a 

las proteínas las EROs producen cambios en su estructura, estabilidad y función, 

alterando por ejemplo el estado de reducción de enzimas que las lleva a la 

activación o inhibición, induciendo la unión cruzada de las proteínas de membrana 

oxidadas, alterando la vía de transducción de señales hacia el núcleo o inhibiendo 

a factores de transcripción nuclear. Por su parte la lipoperoxidación puede causar 

daño en el ADN e inhibir directamente a enzimas tales como la Na+/K+ ATPasa y 

transportadores de glutamato. A su vez puede haber cambios en la permeabilidad 

de las células alterando las interacciones lípido-proteínas. 

3. 1 Anión superóxido (02'º) 

Es la primera especie reactiva formada durante la reducción univalente del 

oxígeno. Se forma cuando el oxígeno captura un electrón. Las fuentes de esta 

ERO en los organismos vivos son: 
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FUENTES CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN LA 
ENDÓGENAS MITOCONDRIA, CLOROPLASTOS y RETÍCULO 

ENDOPLÁSMICO. 
Enzimas oxidantes: Xantina oxidasa, galactosa oxidasa, 
monoamina oxidasa, triptofano oxidasa, ciclooxigenasa, 
licoxidasa. 
Células fagocíticas: neutrófilos, monocitos, macrofagos, 
eosinofilos, células endoteliales. 

FUENTES Autooxidación de catecolaminas, ión ferroso, tioles, 
EXÓGENAS hemoalobina. 

Oxidación de compuestos redox: paraquat, antraciclinas, 
aloxano. 
Oxidación metabólica de paracetamol, tetracloruro de 
carbono, etc. 
Irradiación con radiación ionizante, luz UV. 
Quemaduras y otros traumas. 

(82) 

El anión superóxido actúa casi exclusivamente como un agente reductor, entra a 

la célula a través de los canales como un anión y sufre una reacción de 

dismutación in vivo solamente con la ayuda de la enzima superóxido dismutasa 

(SOD): SOD 

02·· + 02·· + 2H+ ___. H202 + 02 (4) 

El 0 2·- reduce el nitroazul de tetrazolio de color amarillo (NBT2+) para producir un 

producto azul llamado formazán. La habilidad que tiene para reducir al citocromo e 
y al NBT2

+ se usa en ensayos para medir la actividad de SOD (83). 

3.2 Peróxido de hidrógeno (H202) 

La adición de un segundo electrón al 02·· produce el ión peróxido (Ol"), el cual 

no es un radical libre pero que bajo condiciones que existen in vivo produce H202. 

El H20 2 se forma en las reacciones catalizadas por la coenzima flavina, en la 

oxidación de las quinonas y compuestos que contienen grupo sulfhidrilo, y en la 

actividad de SOD. Sin embargo, la fuente más importante de su formación en las 

células es la cadena de transporte de electrones mitocondrial. El H202, atraviesa la 

membrana celular pues se mezcla fácilmente con el agua, siendo tóxico en 

concentraciones de 10-100 µM (82, 83). Es un oxidante débil y generalmente poco 
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reactivo. Una vez dentro de la célula probablemente reacciona con los iones hierro 

y posiblemente con el ión cobre para formar especies mucho más dañinas como el 

OH· (83). Puede degradar ciertas hemoproteinas (hemoglobina, mioglchina y 

citocromo e) para liberar iones de hierro (84). Su descomposición involucra una 

variante de la reacción de Fenton y enzimas que contienen hierro como la catalasa 

(CAT) y las peroxidasas que actúan de la siguiente forma: 

(5) 

(6) 

A diferencia de la reacción de Haber-WeisslFenton, estas reacciones son 

benéficas pues catabolizan al H20 2 produciendo oxígeno y un metabolito (R). 

3. 3 Radical hidroxilo (OH") 

Junto con el singulete de oxígeno (102), son las especies de oxígeno reactivas 

más poderosas. In vivo se produce según la reacción 2, 3 y la reacción entre el 

H202 y una sal de cobre: 

Cu + H202 ~ Cu2
• + OH- + OH· (7) 

Este reacciona rápidamente con cualquier compuesto orgánico (RH) tales como 

ácidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y proteínas: 

(8) 

donde R" es un radical libre o un compuesto estructuralmente modificado. 

Es posible que la gran capacidad para causar daño de esta ERO se deba a la 

formación de estos compuestos modificados, los cuales son ya incapaces de 

mantener sus funciones normales. Aún si su acción es directa o indirecta, su 

formación cerca de moléculas biológicas críticas como el ADN o enzimas 

regulatorias parece tener un efecto oxidante. Debido a su alta reactividad y a la 
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ausencia de un sistema antioxidante efectivo en contra de él, los organismos vivos 

usan como estrategia de defensa la eliminación de sus precursores como son el 

02·· y el H202 (82). 

4. Óxido nítrico (NO) 

El óxido nítrico, es una molécula de señalización que se genera en las células 

del endotelio vascular a partir de la oxidación de la L-arginina a citrulina. La 

reacción es catalizada por una familia de enzimas denominadas óxido nítrico 

sintasas (NOS) y requiere de 0 2 y NADPH: 

NOsmtasa 

L-arginina + 02 + NADPH ----t~~ NO + citrulina + NADP• (9) 

El NO a pesar de que es un radical libre gaseoso de vida corta es relativamente 

benigno, pues es un metabolito multifuncional que puede: actuar como segundo 

mensajero, neurotransmisor, vasodilatador, regular el tono vascular y el transporte 

de iones en el riñón, contribuir a la inmunosupresión y servir como una molécula 

de defensa (82). Sin embargo, en un ambiente de estrés oxidativo, la formación 

del NO puede conducir a la generación de especies reactivas de nitrógeno las 

cuales son dañinas a las células (Fig. 2). 

02 ~ NAO(P}H o~idasa 
Xantina ox1dasa 
Citocromo P450 

NO Sintasa 

Oxidación de protelnas Oxidación de GSH 

Oxidación del DNA ....... ' f '-.,.""" ¡ ;dación de llpldo• 

---1 .. ~ ONoo· + W .. ONOOH 

NO· 

NOSlntas/ 

02 + L-arginina 

Peroxinitrito Ácido peroxlnitroso 

Fig 2. Formación de las especies reactivas de nitrógeno 
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En presencia del Oi", el NO reacciona rápidamente con él en una reacción 

mediada por la xantina oxidasa y dependiente de hierro para generar peroxinitrito 

(ONOO"). En su forma aniónica (ONOO") es relativamente estable, pero es en su 

forma protonada (ONOOH) cuando exhibe una actividad similar a la del OH" y es 

cuando puede llevar a cabo reacciones de oxidación. La reacción del peroxinitrito 

con las proteínas conduce a la nitración de los residuos de tirosina, a la formación 

de enlaces cruzados de tirosina-tirosina y a la oxidación de residuos triptofano, 

metionina y cisteina. 

El peroxinitrito participa como oxidante en el daño renal agudo tóxico pues la 

nitración de proteínas que ocurre, daña la función celular al interferir con la 

integridad estructural y funcional de varias proteínas. 

A diferencia de las células del endotelio, donde el NO se produce por una 

isoforma constitutiva de la óxido nítrico sintasa (cNOS), las células del túbulo renal 

normalmente no producen NO, sin embargo pueden expresar una forma inducible 

de la enzima (iNOS) debido a un daño isquémico y/o tóxico que da por resultado 

una sobreproducción de NO, la cual juega un papel importante en varios modelos 

de insuficiencia renal aguda. Este se genera normalmente en el riñón, sin embargo 

su producción excesiva afecta los procesos de filtración, absorción y excreción. 

Los atrapadores de radicales hidroxilo, al igual que los atrapadores de 

peroxinitritos, son preventivos en varios modelos de insuficiencia renal aguda. 

Además la deferoxamina, un quelante de hierro, es también un atrapador efectivo 

de peroxinitrito. 

La mitocondria es capaz de sintetizar NO, sin embargo el daño oxidativo que 

éste puede causar es un factor importante sobre la insuficiencia renal aguda 

inducida por GM, donde la disponibilidad de hierro proveniente de la mitocondria 

juega un papel esencial. En presencia del 02··, tanto el NO como el ONoo· inhiben 

la función mitocondrial y estos podrían aumentar o aún mediar la disfunción 

mitocondrial inducida por gentamicina. 

La activación de la guanilato ciclasa soluble para generar cGMP es la principal 

vía por la cual el NO regula el tono vascular y el transporte de iones en el riñón. En 

este sentido, se han observado altos niveles de cGMP en glomérulos aislados de 
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ratas tratadas con GM lo cual sugiere que la producción de NO es alta. El efecto 

de la GM sobre la producción del NO en los túbulos renales no se conoce aún. La 

inhibición no selectiva de la NOS con W-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 

empeora la nefrotoxicidad inducida por GM. Sin embargo, el concluir que la 

producción endógena de NO es protectora en este modelo sería prematuro ya que 

L-NAME aumenta la presión sanguínea y puede afectar a la velocidad de filtración 

glomerular. Los inhibidores selectivos de la iNOS aún no han sido examinados en 

este modelo (21 ). 

5. Mecanismos antioxidantes 

Los organismos aerobios poseen sistemas de defensa antioxidantes que 

reaccionan con las EROs producidas como consecuencia de la respiración aerobia 

y la oxidación de sustratos. Los antioxidantes son sustancias que detienen o 

previenen significativamente la oxidación de un sustrato oxidable porque atrapan 

rápidamente a los radicales libres y a las EROs o bien porque previenen su 

formación. Se clasifican según su naturaleza en: 

No enzimáticos Naturales: vitamina C, E, GSH, etc 

Antioxidantes 
Cata lasa 

Enzimáticos Glutatión peroxidasa 
Superóxido dismutasa 

Compuestos con otros papeles biológicos principales como la albúmina, glucosa, 

carnosina, taurina, ácido úrico, estrógenos, carotenos, creatinina, vitamina A, 

ácido dihidrolipoico, poliaminas y fibrinógeno también pueden funcionar como 

antioxidantes. Hay un balance entre las actividades y los niveles intracelulares de 

estos antioxidantes que es esencial para la supervivencia de los organismos y su 

salud (82). El papel de los antioxidantes es el de proteger moléculas esenciales de 

la célula como el ADN, así como organitos, membranas y otras estructuras 

celulares. 
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5.1 Enzimas antioxidantes naturales 

5.1.1 Superóxido dismutasa (SOD) 

Metaloenzima capaz de catalizar la transferencia de un electrón entre dos 

moléculas de 02·· para producir 02 y H202 (reacción 4). Es pH independiente, 

tiene alta afinidad por su sustrato y el 98% de la actividad de esta enzima en 

mamíferos se localiza en los eritrocitos. Su actividad en otros tejidos se reduce en 

enfermedades como la diabetes, artritis reumatoide y cistitis crónica, entre otras 

(82). En los humanos hay 3 isoformas de la SOD las cuales contienen al menos un 

metal de transición en el sitio activo: Cu-Zn-SOD citosólica, Mn-SOD mitocondrial 

y SOD extracelular (EC-SOD) (85, 86). Algunas características de estas enzimas 

se resumen a continuación: 

lsoforma localización estructura peso molecular total 
EC Cu-Zn/SOD extracelular dímero 85kDa 
(rata) 
Cu-Zn/SOD citosol dímero 32 kDa 

Mn/SOD matriz tetrámero 96 kDa 
mitocondrial 

(87-89) 

• Mn-SOD 

Es un homotetrámero de 96 kDa que contiene un átomo de manganeso por 

subunidad en su sitio activo (90). Se sintetiza como un precursor citosólico 

codificado por genes nucleares que es transportado hacia la mitocondria donde se 

localiza principalmente en la membrana interna por un proceso dependiente de 

energía (91, 92). Su biosíntesis es modulada en diferentes niveles por trazas de 

hierro, quelantes y oxidantes. 

• Cu-Zn-SOD 

Consiste de dos subunidades idénticas de 32 kDa que tienen como sitio activo 

un centro de Cu-Zn unidos por un puente de residuos de histamina (93). Se cree 

que juega un papel importante en la primera línea de defensa antioxidante. Se 

localiza principalmente en el citoplasma de eucariontes, aunque también se ha 

encontrado en lisosomas, núcleo y en menor cantidad en peroxisomas y el 

espacio intermembranoso mitocondrial. Contribuye con un 0.5 a un 20%_de la 
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actividad de la SOD total (94). El cobre es rápidamente removido in situ del sitio 

activo con una diálisis usando amortiguadores isotónicos que contengan quelantes 

del cobre como: catecol, trietilentetramina, tetraetilenpentamina o dietiltiocarbonato 

(95, 96). 

• Ec-SOD 

Glicoproteína secretora tetramérica que contiene cobre y zinc, localizada en 

varios fluidos extracelulares como el plasma, linfa y liquido sinovial (85, 97, 98). 

Posee afinidad por la heparina y por los proteoglicanos de sulfato de heparán (99) 

por lo que se ha sugerido que su sitio de síntesis son las células endoteliales 

( 100). En la rata esta isoforma está constituida por dos subunidades de 85 kDa y a 

diferencia de la forma tetramérica, no posee afinidad por la heparina (99). No es 

inducida por su sustrato o por otros oxidantes y su regulación en tejidos de 

mamíferos ocurre principalmente de manera coordinada por las citocinas, mas que 

como respuesta de las células a los oxidantes (101 ). 

5. 1. 2 Cata/asa (CA T) 

Es una hemoproteína tetramérica con un peso total de 240 kDa con cuatro 

ferriprotoporfirinas por molécula (102). Su vida media en la circulación es de 6 a 8 

minutos y su único sustrato es el H202 (103). Está presente en los peroxisomas y 

posee una doble función: la descomposición del H20 2 a oxígeno y agua según la 

reacción 5 que se conoce como actividad catalítica, y la oxidación de donadores 

de protones como metano!, etanol, ácido fórmico y fenoles, con el consumo de 1 

mol de peróxido, que se le conoce como actividad de peroxidasa según la 

reacción 10 (104): 

(10) 

Está presente en altas concentraciones en hígado y riñón, y en bajos niveles en 

tejido conectivo (105). En las células, está unida principalmente a los peroxisomas 

(80%) y mitocondria, mientras que en los eritrocitos existe en forma soluble (102). 

Juega un papel importante en la adquisición de tolerancia al estrés oxidativo en la 

respuesta adaptativa de las células. Además de la catalasa, la glutatión 
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peroxidasa y la peroxidasa de leucocitos compiten por el H20 2 como sustrato, 

razón por la cual no hay un aparente efecto dañino con la deficiencia de catalasa. 

5.1.3 Glutatión peroxidasa (GPx) 

Peroxidasa que contiene un residuo de selenio-cisteína (Sec) en cada una de 

sus 4 subunidades idénticas de entre 76 y 105 kOa, el cual es esencial para la 

actividad de la enzima (95, 106). Cataliza la descomposición del H202 o de otros 

peróxidos orgánicos a H20 con la concomitante oxidación del glutatión reducido 

(GSH), según la reacción 11. En la mayoría de los casos, el glutatión oxidado 

(GSSG) es, a su vez, reducido a GSH por la glutatión reductasa (GSH-Rx) en 

presencia de NADPH formando un ciclo redox que impide que se agoten las 

reservas de GSH, según la reacción 12 (95, 107): 

ROOH + 2GSH 

GSSG + NADPH + W 

GPx 

ROH + H20 + GSSG 

---..... ~ 2 GSH + NADP• 

.. 
GSH-Rx 

(10) 

( 11) 

El metabolismo del glutatión es uno de los mecanismos de defensa 

antioxidantes más esenciales. En el humano se pueden encontrar 4 isoenzimas 

que a pesar de que su expresión es ubicua, los niveles de cada una varían 

dependiendo del tipo de tejido: 

• GPx 1 o cGPx (GPx citosólica). Es una enzima tetramérica (108) de 84 kOa 

que se localiza en el citosol y mitocondrias de la mayoría de los tejidos. 

Reduce el H202 de los ácidos grasos a expensas del glutatión y sólo tiene 

actividad antioxidante en casos de un incremento de H20 2 y de 

hidroperóxidos de lípidos. Su actividad sobre hidroperóxidos de fosfolipidos 

y de colesterol es muy baja. 

• GPx 2 o gl-GPx (GPx gastrointestinal). Enzima tetramérica de 75 kDa que 

se localiza principalmente en el tracto gastrointestinal, hígado y colon de 

humanos. Se piensa que tiene un papel de protección contra efectos 

adversos en la ingesta de hidroxiperóxidos (108). 
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• GPx 3 o pl-GPx (GPx extracelular). Enzima presente en la circulación como 

un homotetrámero ( 109) de 100 kDa que se sintetiza en la región 

extracelular de células renales y pulmón. Se piensa que tiene un papel 

importante en la protección del riñón durante el daño oxidativo ( 11 O), sin 

embargo su función no ha sido bien establecida (108, 111 ). 

• GPx 4 o PHGPx (GPx de fosfolípidos). Enzima monomérica de 21 kDa que 

actúa como hidroxiperoxidasa de fosfolípidos. Está unida a membranas 

intracelulares y tiene una menor afinidad por GSH que las demás (112). Se 

ha informado que reduce hidroperóxidos de colesterol y al 7-13-

hidroperóxido de colesterol. uno de los compuestos más citotóxicos de las 

lipoproteinas estudiadas (113, 114). 

El riñón contiene alrededor de un 7.5% de la concentración total de selenio 

encontrado en tejidos de rata y la actividad de la GPx en este órgano es de 

aproximadamente un 2.0% de la total (114-116). 

6. El ajo (Allium sativum) 

Es una de las plantas de cultivo mas antiguas procedente del Asia central. 

Desde hace más de 4000 años se ha empleado como condimento en las comidas 

y como uno de los principales ingredientes de la medicina tradicional. Por esta 

razón, el ajo ha sido ampliamente estudiado y se ha demostrado que posee 

propiedades anticancerígenas, antimicrobianas, antiparasitarias, antiartríticas, 

antitrombóticas, antihipertensivas, insecticidas, hipoglicémicas, hipolipidémicas y 

en particular hipocolesterolémicas y antioxidantes, entre otras (117-119). 

La mayor parte de los compuestos activos del ajo son azufrados, siendo algunos 

de ellos los responsables del olor y sabor característicos de esta especia. El 

mayor componente del ajo, la alina, se libera cuando el parénquima es cortado y 

se transforma por acción de la enzima alinasa en alicina, uno de los componentes 

odoríferos de los homogenados (Fig. 3). 

Se ha demostrado que una amplia variedad de los compuestos azufrados 

extraídos del ajo poseen actividad farmacológica. Esta actividad es termolábil, por 

lo que la eficacia de las diferentes preparaciones de ajo es controversia!. Se ha 
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demostrado que la alina y el polvo de ajo, al igual que un extracto completo, 

pueden atrapar radicales OH" y proteger contra el daño oxidativo inducido por 

H202 en células enduteliales vasculares inhibiendo la lipoperoxidación (120). 

Igualmente, confieren protección contra el daño causado por una amplia variedad 

de compuestos cancerígenos y tóxicos, entre estos últimos los aminoglucósidos 

como la GM (119. 121 ). En este sentido, estudios realizados en nuestro laboratorio 

demostraron que el polvo de ajo es capaz de proteger contra et daño renal 

causado por la administración de GM en ratas (119). La naturaleza de esa 

protección es desconocida, pero en dicho trabajo se sugiere que podría deberse a 

ta capacidad antioxidante del ajo. De los compuestos presentes en el aceite de 

ajo, del cual también se ha reportado que tiene propiedades antioxidantes (122), 

es el DAS el que ha sido mas ampliamente estudiado y demostrado que tiene 

actividad protectora ( 123, 124 ). 

6. 1 Dialil sulfuro (DAS) 

La atina puede dar lugar a la formación de varios productos organosulfurados 

gracias a ta acción de la enzima alinasa, cuando se corta o tritura el ajo o bien 

cuando es metabolizado por los animales (125). Entre ellos se encuentra al DAS, 

el cual es un tioéter lipofílico que es en parte responsable del fuerte olor y sabor 

del ajo. 

Es un metabolito que se forma después de la ingesta de ajo y corresponde a 

aproximadamente el 4% de su aceite esencial (126). Como en el ajo, se ha 

reportado que el DAS tiene propiedades antitumorigénicas, antibióticas, 

detoxificantes y antioxidantes, entre otras (127). Así, DAS confiere protección 

contra la toxicidad y carcinogénesis inducida químicamente en animales, 

inhibiendo el desarrollo de cáncer de colon, cáncer de esófago, cáncer de hígado, 

adenoma pulmonar y tumores estomacales en roedores tratados (123, 128-130). 
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Fig 3. Acción de la alinasa sobre la alina para producir alicina mediante un proceso mecánico o 
deshidratación. La allcina dará origen a los diversos compuestos organosulfurados presentes en el 
aceite de ajo, entre ellos el DAS. 

activación metabólica de los carcinógenos (127). DAS puede sufrir oxidaciones en 

su átomo de azufre, en el carbón alílico y el los enlaces dobles terminales (131). 

La oxidación de DAS en el átomo de azufre genera de manera secuencial al dialil 

sulfóxido (DASO) y a la dialil sulfona (DAS02). En el caso de la protección contra 

compuestos carcinógenos, mientras el DAS y el DASO parecen competir por las 

EROs con la CYP2E/1, DAS02 parece inhibir directamente a la enzima en las 

mitocondrias (131, 132). 
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Como antioxidante, se ha demostrado in vitro que el DAS tiene capacidad de 

inhibir la lipoperoxidación (124). In vivo, se ha reportado que un tratamiento de 

casi un mes con DAS, inhibe ligeramente la lipope~oxidación en riñón y en corazón 

de ratas ( 133 ). Se desconoce si DAS ejerce su efecto antioxidante de una manera 

directa. o si lo hace a través de la activación de otros elementos antioxidantes. 

DAS podría estar activando a enzimas del sistema celular antioxidante que serían 

las responsables de la disminución en los niveles de oxidación. Tal es el caso del 

GSH, para el cual se ha observado un incremento en la concentración intracelular 

de hepatocitos tratados con concentraciones bajas de 0.5 a 1 mM de DAS (134). 

Sin embargo hasta ahora, su efecto sobre enzimas antioxidantes como catalasa, 

GPx y SOD es controversial, ya que los resultados parecen depender de las dosis 

de DAS, el tiempo y el órgano sobre el cual se evalúe. Así por ejemplo, existen 

trabajos que reportan que DAS no tiene efecto sobre estas enzimas, sin embargo, 

otros indican que DAS incluso disminuye la actividad de catalasa en hígado de 

ratas, aún a bajas concentraciones (135). Por el contrario, Helen A et. al. (136), 

encontraron un incremento significativo de SOD, GSH, GPX e incluso de CAT en 

la mayoría de tejidos de ratas tratadas con aceite de ajo, el cual incluye DAS. Sin 

embargo, en este último caso es posible que el efecto observado se deba a los 

otros componentes del ajo como DAOS y DATS. 
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11. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

La gentamicina es uno de los aminoglucósidos de primera elección utilizado en 

el tratamiento de infecciones causadas por bacterias gram negativas debido a que 

casi no genera resistencia, a su rápida acción bactericida, a su amplio espectro de 

actividad, a su estabilidad química, a que se han estudiado extensamente sus 

propiedades farmacológicas, tóxicas y terapéuticas así como a su costo 

relativamente bajo. Sin embargo, su utilidad clínica se ve limitada debido a que su 

administración por más de 7 días induce nefrotoxicidad como un efecto adverso. 

Debido a su amplio uso. el valor de la gentamicina en la práctica clínica 

aumentaría si se encontrara una forma de proteger al riñón de los efectos 

indeseables que se presentan. 

Existe evidencia de que las EROs, entre otros factores, juegan un papel 

importante en el desarrollo del daño renal provocado por GM, aunque el 

mecanismo exacto aún se desconoce. 

En este sentido, un estudio previo realizado en nuestro laboratorio demostró que 

una dieta enriquecida al 2% con polvo de ajo disminuye la nefrotoxicidad inducida 

por GM en ratas. El mecanismo de protección se desconoce, pero debido al hecho 

de que se registró una clara disminución en la lipoperoxidación, es probable que 

se deba a la capacidad antioxidante de alguno de los compuestos del ajo. En este 

trabajo se selecciono al DAS para determinar su papel en el efecto protector 

observado con el ajo en el modelo de nefrotoxicidad por GM en ratas, debido a 

que es uno de los metabolitos de la alicina que se encuentran en el organismo 

después de consumir ajo, además de estar presente en el aceite de ajo, una de 

las preparaciones comerciales que se pueden obtener del polvo de ajo con una 

destilación por arrastre de vapor, y a que hay evidencias de su capacidad 

antioxidante. 
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111. HIPÓTESIS 

Se sabe que las EROs participan en la nefrotoxicidad inducida por GM, la cual 

es reducida por el efecto antioxidante del polvo de ajo. Si el DAS es uno de los 

metabolitos que se generan después de la ingesta de ajo y disminuye en algunos 

modelos la peroxidación de lípidos sugiriendo un efecto antioxidante, entonces es 

probable que la administración directa de DAS pueda reproducir total o 

parcialmente los efectos protectores del polvo de ajo en la nefrotoxicidad inducida 

por GM. 
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el posible efecto protector de DAS sobre la nefrotoxicidad inducida por 

gentamicina en ratas, utilizando un modelo experimental ya conocido. 

1 Objetivos particulares 

• Evaluar la nefrotoxicidad inducida por gentamicina en las ratas mediante la 

determinación de parámetros que miden daño tubular como actividad de la 

N-acetil-¡3-D-glucosaminidasa (NAG) en orina, proteinuria y glutatión 

peroxidasa plasmática (GPx) así como parámetros que miden daño 

glomerular como nitrógeno de urea en sangre y creatinina en suero. 

• Evaluar el daño estructural mediante cortes de tejido teñidos con 

hematoxilina y eosina (HyE). 

• Evaluar la presencia de estrés oxidativo en la corteza renal mediante la 

determinación de las proteínas oxidadas y por medio de 

inmunohistoquímica para determinar las nitrotirosinas, uno de los productos 

del estrés oxidativo. 

• Evaluar la actividad del sistema antioxidante enzimático (superóxido 

dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa) en la corteza renal de ratas con 

insuficiencia renal. 

• Evaluar el efecto de DAS sobre los parámetros mencionados anteriormente. 

• Evaluar el efecto de DAS sobre la producción de 02·· en ensayos in vitro. 
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V. METODOLOGÍA 

1. Reactivos 

El p-nitrofenil-13-D-glucosaminido, el p-nitrofenol, la albúmina sérica bovina 

(ASB), el nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH), la glutatión 

reductasa, el glutatión reducido (GSH), la leupeptina, la pepstatina A, la aprotinina, 

la dinitrofenilhidrazina (DNPH), el sulfato de estreptomicina, la guanidina-HCI, la 

xantina oxidasa, la xantina, el nitroazul de tetrazolio (NBT), el dietilditiocarbamato 

(DOC), el reactivo de Folin & Ciocalteu's phenol, el citocromo e, el dimetilsulfóxido 

(DMSO), la fenazina metosulfato (PMS), el amortiguador HEPES y el nicotinamida 

adenina dinucleótido reducido (NADH) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO). El citrato trisódico y la azida de sodio fueron de Merck (Alemania). El 

carbonato de sodio, el ácido tri cloroacético (TCA), el EDT A disódico, las sales de 

fosfatos para los amortiguadores, el HCI, el sulfato de amonio, el sulfato de cobre, 

el hidróxido de sodio y el cloruro cúprico fueron de J.T. Baker (México, D.F.). El 

peróxido de hidrógeno al 30% y el tartrato de sodio y potasio fue de Mallinckrodt 

(México, D.F.). La gentamicina (GM) que se uso fue la presentación comercial 

Garamicina® solución inyectable de 160 mg/2 mL de Schering-Plough. (México, 

D.F.). Las determinaciones de urea en sangre y creatinina se realizaron con 

estuches comerciales de la marca Spinreact, S.A. (España). El dialil sulfuro fue de 

LKT laboratories (St. Paul, MN). 

2.Anima/es 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 220-250 g de peso que fueron 

mantenidas durante todo el tratamiento en jaulas metabólicas con ciclos artificiales 

de luz/oscuridad de 12 h con alimentación y agua ad libitum. 
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3. Tratamiento de los animales 

Un total de 35 ratas se dividieron en cuatro grupos de la siguiente manera: i) 

Grupo CT (n=B), al cual se le administró aceite de oliva vía intragástrica cada 24 h; 

ii) Grupo GM (n=10), al cual se le administró GM a una concentración de 125 

mg/kg de peso vía subcutánea cada 24 h; iii) Grupo DAS (n=6), al cual se le 

administró DAS a una concentración de 50 mg/kg de peso vía intragástrica cada 

24 h y iv) Grupo DAS + GM (n=11 ), al cual se le administró DAS a 50 mg/kg de 

peso y 30 min después GM a 125 mg/kg de peso por las vías mencionadas 

anteriormente. Para estos ensayos DAS se preparó en aceite de oliva como 

vehículo y se les inyectó a los animales entre 90 y 100 µI por dosis. 

El tratamiento se administró por 4 días, se suspendió el día 5 y los animales se 

sacrificaron por decapitación el día 6. El peso corporal se monitoreo a diario y se 

midió el volumen urinario de 24 h del día 5 para el día 6. La orina de 24 h se 

centrifugó a 2500 rpm por 1 O min a temperatura ambiente, se colocarán 3 

alícuotas en tubos eppendorf y se congelaron a -45º C hasta su uso. Al momento 

del sacrificio, la sangre de las ratas se recolectó de manera individual en tubos de 

ensayo de vidrio de 13 x 100, después de un tiempo se separó el coágulo, se 

recolectó el suero por centrifugación a 2,500 rpm por 10 min a temperatura 

ambiente, se preparó alícuotas en tubos eppendorf y se congeló a -45º C hasta su 

uso. 

Por otra parte, se extrajeron los dos riñones de cada una de las ratas, se 

rebanaron en 6 partes y se colocaron en papel aluminio para almacenarlos a -70º 

C hasta su uso. Porciones de los riñones se fijaron en formol al 10% para posterior 

preparación de cortes histológicos e inmunohistoquímica. La corteza se separó de 

la médula mecánicamente al momento de preparar sus homogenados en un 

politrón y obtener los sobrenadantes por centrifugación para las determinaciones 

de proteínas oxidadas, GPx, CAT y SOD. 
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4. Determinaciones 

•:• En las 3 alícuotas de orina se determinó la excreción de la enzima N-acetil­

J3-D-glucosaminidasa (NAG}, de proteínas totales y de creatinina. 

•:• En el suero se determinó la concentración de nitrógeno de urea, de 

creatinina, y la actividad de la enzima glutatión peroxidasa (GPx 

plasmática}. 

•:• En la corteza renal se determinó la concentración de proteínas oxidadas y 

la actividad de las enzimas catalasa (CAT}, glutatión peroxidasa (GPx renal} 

y las diferentes isotermas de la superóxido dismutas (SOD, Mn-SOD y Cu­

Zn SOD). 

•:• Se determinó in vitro el efecto de DAS sobre la generación del anión 

superóxido inducido a través de 3 diferentes métodos. 

En todas las determinaciones se utilizó un espectrofotómetro Beckman 

Coulter DU 640 y sus diferentes programas: longitud de onda fija (Fixed 

wavelenght), proteína (PROTEIN) y cinética (KINETICS). 

4. 1 Actividad de N-acetl1-{J-D-glucosasmimdasa (NAG) en orina (Ec 3.2.1.30) 

E~~o-Q-No, 
HON-( 

NHCOCH3 

p-nitrofenil·N·acelil·f.l· 
D·glucosaminido 

37• c. 
pH4.4 

.. 
C2HOH OH 

+ 
HO 

NHCOCH3 

N-acetil-D·glucosa p-nitrofenol 

Fig 4. Reacción de la NAG sobre el p-nitrofenil-N-acetil-p-0-glucosaminido para formar el p­
nitrofenol, que en medio ácido se encuentra protonoado e incoloro. Al ai\adir carbonato de sodio a 
la reacción, el p-nitrofenol se transforma a su forma aniónica que absorbe a 405 nm. 

La actividad de la enzima NAG se determinó a través de un ensayo basado en la 

conversión del p-nitrofenil-N-acetil-13-D-glucosaminido en p-nitrofenol, que en 

medio alcalino pasa de su forma protonada a su forma aniónica. Se utilizaron 1 O y 

50 µI de orina diluidos en un total de 550 µI de amortiguador de citratos 0.05 M, pH 
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4.4 y 125 µI de sustrato a una concentración final de 6.8 mM. Para cada muestra 

se preparó un blanco sin sustrato y para evaluar la conversión espontánea del 

substrato uno sin muestra de orina. Todos los tubos se agitaron y se incubaron a 

37 ºC durante 15 min. La reacción se detuvo con 550 µI de Na2C03 0.2 M, pH 10.4 

y los tubos se leyeron a 405 nm. Las longitudes de onda máxima de la forma 

aniónica del p-nitrofenol se interpolaron en una curva de calibración de p-nitrofenol 

0.5 mM con rangos de 5 a 175 nM. Los resultados se expresaron como unidades 

(U) de NAG/24 h en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera 

un µM de p-nitrofenol por min bajo las condiciones del ensayo. 

4.2. Excreción de proteínas totales en orina 

+ 

Proteínas en orina 
(albúmina) 

CI 

1 
CI - C ---COOH 

1 
CI 

TCA 

Proteínas 
----i ... desnaturalizadas 

T.A. (precipitado) 

Fig 5. Reacción entre las proteínas excretadas en la orina, principalmente albúmina, y el ácido 
tricloroacético para formar un precipitado y asi medir la turbidez de la reacción a 420 nm. 

La concentración de proteína total eliminada con la orina se determinó por medio 

de precipitación con ácido tricloroacético y medición de I~ turbidez a 420 nm ( 137). 

Para ello se incubó 1 mi de orina diluida (1 :5 y 1 :20 en solución salina) con 250 µI 

de TCA al 12.5% por 10 min a temperatura ambiente. Para cada muestra se 

preparó un blanco que no contenía TCA y con el cual se calibré a cero el 

espectrofotómetro. Para la determinación de la concentración, los resultados de 

absorbencias se interpolaron con una curva patrón de ASB entre 0.04 y 0.8 mg/ml. 

Los resultados se expresaron en mg de proteína/24 h. 
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4. 3 Creatinina en suero 
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Fig 6. Reacción de Jaffé. La creatinina reacciona con el ácido pícrico para formar un complejo 
colorido de creatinina-picrato el cual absorbe a 492 nm. 

La creatinina presente en suero se determinó con un método colorimétrico­

cinético mediante la reacción de Jaffé, basada en la generación de un color 

anaranjado al reaccionar la creatinina con el picrato alcalino. El producto formado 

absorbe a 492 nm y su absorbencia es directamente proporcional a la 

concentración de creatinina presente en la muestra. El suero se desproteinizó 

previamente por precipitación con TCA al 1.25 %. En una celda se adicionaron 50 

µL del suero desproteinizado y 500 µL de la mezcla reactiva (ácido pícrico e 

hidróxido de sodio en partes iguales), se mezcló con vórtex y se leyó en el 

espectro a los 30 y 90 seg. Simultáneamente se preparó un blanco que carecía de 

las muestras experimentales y un estándar de creatinina de 1 .48 mg/dL. La 

cantidad de creatinina presente en las muestras se obtuvo comparando la 

diferencia de lecturas entre los dos tiempos con aquella del estándar de creatinina 

y al dividir la densidad óptica obtenida de la muestra entre la densidad óptica del 

estándar y multiplicar el resultado por la concentración del estándar. Los 

resultados se expresaron como mg de creatinina/dl. 
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4.4. Glutatión peroxidasa (cGPx y p/GPx) (EC. 1.11.1.19) 

Fig 7. Actividad de la GPx, la cual se mide por una reacción acoplada con la GSH-Rx y se basa 
en la disminución de la absorbencia a 340 nm debido a la desaparición de NADPH, la cual se da al 
ser regenardo el GSH por la GSH-Rx a partir de GSSG, cuando la GPx reduce hidroperóxidos. 

La actividad de esta enzima se midió en suero y en homogenado de corteza 

renal de manera indirecta por medio de un par de reacciones en las que en 

presencia de H202 se genera glutatión oxidado (GSSG), el cual a su vez es 

reducido por la glutatión reductasa utilizando NADPH como cofactor. Ya que el 

NADPH absorbe a 340 nm, la reacción se basa en la desaparición de NADPH y la 

disminución de la absorbencia (138). Las muestras de suero (1:8) y de 

homogenado de corteza renal ( 1: 1 O) se diluyeron previamente en amortiguador de 

fosfatos 50 mM, pH 7.0. En un tubo se mezclaron 100 µL de la muestra diluida y 

800 µL de la mezcla de reacción mantenida en hielo, la cual contenía EDTA 

disódico, azida de sodio, NADPH, glutatión reductasa, glutatión reducido y 

amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. La reacción se incubó a temperatura 

ambiente por 5 min y después se adicionó a una celdilla de cuarzo que contenía 

100 µL de una solución sustrato que contenía 2 µL de H202 al 30% en 10 mL de 

amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. La absorbencia se leyó a 340 nm 

durante 3 min a intervalos de 1 min. Se utilizó un blanco de actividad inespecífica 

el cual carecía de la muestra experimental. Los resultados se expresaron en U/mi 

donde 1u·= 1 µmol de NADPH oxidado/min. 
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4.5. Nitrógeno de urea en sangre (BUN) 
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Fig 8. Reacción entre la urea y el ortoftalaldehido en medio ácido para producir un complejo 
colorido que se lee a 510 nm debido a la deslocalización de los electrones. 

La concentración de la urea en el suero se determinó con una prueba 

calorimétrica adaptada de la reacción propuesta por Jung et al., 1975 (139). Se 

basa en la reacción de la urea con el ortoftalaldehído a 37º C en medio ácido 

desarrollando un producto colorido que se lee a 51 O nm. En un tubo se mezclaron 

1 O µI de la muestra con 400 µI de ortoftalaldehido (4.8 mM) y 400 µI de borato (87 

mM), se incubó a 37º C por 15 min y se leyó en el espectro. En las mismas 

condiciones se incluyó un blanco que carecía de la muestra experimental y un 

estándar de urea de 50 mg/dl. La concentración de urea en el suero se obtuvo al 

dividir la densidad óptica obtenida de la muestra entre la densidad óptica del 

estándar y multiplicar el resultado por la concentración del estándar de urea. 

Finalmente la cantidad de nitrógeno de la urea se obtuvo dividiendo la 

concentración entre 2. 14 que son los átomos de nitrógeno en una molécula de 

urea. Los resultados se expresan en mg /di. 

4. 6 Proteínas oxidadas 

ONPH Carbonilo Proteína-hidrazona 

Fig 9. Reacción entre la 2,4-dinitrofenilhidrazina y los grupos carbonilo presentes en las 
proteínas oxidadas para dar un complejo de proteína hidrazona, marcador de estrés oxldativo 
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Se determinaron en los homogenados de corteza de riñón preparados en 

amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 con inhibidores de proteasas [leupeptina (5 

µg/ml), pepstatina A (7 µg/ml) y aprotonina (5 µg/ml)], EDTA 1 mM y tritón X-100 al 

0.1%. Los homogenados se trataron con sulfato de estreptomicina (2.5% final) por 

24 h, se centrifugaron y 150 µ1 de los sobrenadantes libres de ácidos nucleicos se 

trataron con 600 µI de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM disuelto en HCI 2.5 

M por 1 h a temperatura ambiente. La DNPH reacciona con los grupos carbonilo 

de las proteínas oxidadas presentes en las muestras para formar un complejo 

proteina-hidrazona el cual absorbe a 370 nm. A continuación las muestras se 

precipitaron un par de veces con 20 y 1 O % de TCA y los lipidos y DNPH libre se 

extrajeron con etanol:acetato de etilo (1:1). Los precipitados se resuspendieron en 

guanidina-HCI 6 M y finalmente se leyeron a 370 nm utilizando como blanco para 

cada una de las muestras un tubo procesado de la misma manera pero sin DNPH. 

El contenido de carbonilos que expresa la cantidad de proteínas oxidadas se 

determinó utilizando el coeficiente de extinción del DNPH (22000 M-1 cm"1) y el 

dato de la concentración total de proteínas determinada a 280 nm en los tubos 

blancos. Los resultados se expresan como nmoles de carbonilos / mg de proteína. 

4. ?Cata/asa (EC.1.11. 1.6) 

La actividad se midió por medio de una reacción cinética en donde disminuye la 

absorbencia del H202 a 240 nm debido a su degradación por la catalasa de 

acuerdo al método de Aebi (104). Brevemente, el sobrenadante de los 

homogenados diluidos 1 :30 en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0 se mezcló 

en proporción 1:30 con H20 2 7.7 mM y se leyó a los 15 y 30 seg a 240 nm. La 

actividad de catalasa se determinó usando la constante de reacción de primer 

orden K como la unidad de actividad de la catalasa de acuerdo a la siguiente 

fórmula: 

K = (1/~t)(2.3 x log [A1]/(A2]) donde t = intervalo de tiempo medido, [A1] y [A2) son 

las absorbencias del H20 2 en los tiempos t1 y t2. Finalmente la actividad especifica 

se calculó al dividir el valor de K entre los mg de proteína adicionados al ensayo 
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determinado por el método de Lowry et al. { 141 ). La actividad se expresó como K I 

mg de proteína. 

4.8 Superóxido dismutasa (SOD total y Mn-SOD) (EC 1.15.1.1) 

Se midió en los homogenados de corteza renal por medio de una reacción 

cinética en la cual se inhibe la reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los 

aniones superóxido generados por el sistema xantina-xantina oxidasa. La reacción 

se leyó a 560 nm que es la longitud de onda a la cual absorbe el NBT reducido. 

Brevemente, 330 µI de los sobrenadantes de los homogenados sin dializar diluidos 

1:100 (SOD total) y dializados con dietilditiocarbamato (DDC) diluidos 1:50 (140) 

se incubaron durante 15 min con 1.66 mi de una mezcla de reacción que contenía 

xantina 0.3 mM, EDTA 0.6 mM, NBT 150 mM, Na2C03 400 mM y albúmina 0.1 %. 

Las reacciones se iniciaron con la adición de 33 µI de xantina oxidasa (168 UIL) y 

se detuvieron a intervalos de cada 15 seg después de los 15 min con la adición de 

660 µI de CuCl2 0.8 mM. Se utilizaron un tubo de 100% de reducción que carecía 

de muestra y tubos blancos para cada una de las muestras que carecían de 

xantina-oxidasa. Finalmente la cantidad de NBT reducido se leyó a 560 nm y la 

actividad de SOD total y Mn-SOD se determinaron en base a la concentración de 

proteína total añadida al ensayo. La actividad de Cu-Zn-SOD en los homogenados 

de corteza renal se estimó por la diferencia entre la actividad de SOD total y Mn­

SOD. Los resultados se expresaron como U de SOD I mg de proteína, donde 1 U 

de SOD se define como la cantidad de enzima capaz de inhibir el 50% de la 

reducción del NBT. 

4.9Efecto de DAS sobre la producción de anión superóxido 

Se determinó utilizando 2 técnicas enzimáticas y una no enzimática para la 

producción del 0 2·-. Las técnicas enzimáticas se basaron en la utilización de 

xantina-oxidasa para la producción del 0 2 ·- a partir de la xantina y NBT o citrocomo 

c como aceptares de electrones. En el caso del método con NBT, la xantina se 

utilizó a una concentración final de 0.09 mM y NBT a 22.8 µM en amortiguador de 

fosfatos. La reducción del NBT da origen al formazán que absorbe a 560 nm. En el 
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caso del método con citocromo c, la xantina se utilizó a 0.23 mM final y el 

citocromo c a O. 1 mM en el mismo amortiguador. En este caso se forma 

ferrocitocromo c que absorbe a 550 nm. En ambos casos la xantina oxidasa se 

utilizó a una concentración final de 4.2 mU. En el método no enzimático se uso 

dimetilsulfóxido (DMSO) y NADH para la producción del 02·· y la fenazina 

metosulfato (PMS) como transportador de electrones del NADH a NBT que actúa 

como aceptar de electrones produciendo formazán que se lee a 560 nm. En este 

caso la mezcla de reacción se preparó con 10 µI de DMSO, PMS a 3.92 µM final, 

NBT 39.2 ~1M final y NADH a 196 µM final en amortiguador de HEPES 20 mM, pH 

7.2. 

El efecto de DAS sobre la inhibición en la formación del 0 2•• por estas técnicas, 

se determinó mediante una curva dosis respuesta y una cinética utilizando 

diferentes concentraciones de DAS entre 0.1 y 6 mM e intervalos de tiempo de 1 

min durante 4 min. La solución stock de DAS se preparó en etanol a una 

concentración de 100 mM. En los ensayos enzimáticos la producción de ácido 

úrico que se lee a 295 nm se utilizó como un control del efecto de DAS sobre la 

actividad de la enzima xantina-oxidasa. En todos los casos se utilizó un control 

que contenía mezcla de reacción y etanol a los volúmenes empleados sin DAS. 

Sólo se reportaron las concentraciones cuyas lecturas se encuentran dentro de los 

parámetros establecidos por la ley de Lambert-Beer. Las concentraciones 

menores a las reportadas en cada ensayo, mostraron un comportamiento idéntico 

al 100% por lo que no se incluyeron. 

4.10 Histología 

Fragmentos de riñones de las ratas fijadas con 10% de formaldehído en PBS, se 

trataron con etanol y xilol y se embebieron en parafina. Se prepararon cortes de 4 

µm con un microtomo, se desparafinaron con xilol, se rehidrataron con diferentes 

preparaciones de etanol en agua {100%, 96% y 70%) y se tiñeron con 

hematoxilina-eosina. Finalmente, los cortes teñidos se deshidrataron con etanol y 

xilol y se prepararon para su observación con una resina soluble en xilol y 

cubreobjeto. Se analizó bajo microscopia de luz la histología de los túbulos 
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proximales de cada una de las ratas, centrándose en indicios de vacuolización y 

necrosis que indican daño estructural. 

4. 11 /nmunohistoquímica 

Esta técnica se usó para la determinación mediante un anticuerpo anti­

nitrotirosina, de residuos de tirosina modificados en las proteínas por ONoo· 

derivado de la reacción del NO con el 02··. Brevemente, cortes de tejido renal de 

cada una de las ratas desparafinados y rehidratados, se trataron con H202 al 15% 

en metanol durante 90 min para consumir la peroxidasa endógena del tejido. A 

continuación los cortes se bloquearon con PBS-ASB al 3% durante 30 min a 

temperatura ambiente, se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo anti­

nitrotirosina producido en conejo a dilución 1 :700 en PBS-ABS 1 % durante 12 h. 

Después de lavar con PBS, los cortes se incubaron durante 1 h con un segundo 

anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa diluí do 1 :500 en PBS. 

Finalmente los cortes se lavaron con PBS y los complejos inmunes se revelaron 

con diaminobenzidina (DAB) y H202 como sustrato. Para dar contraste, los cortes 

se tiñeron con hematoxilina, se deshidrataron con etanol y xilol y se prepararon 

para su observación bajo microscopía de luz con una resina soluble en xilol y 

cubreobjeto. 

5. Análisis estadístico 

Los datos se reportaron como la media ± la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con el programa Prism 3.0 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) usando la 

prueba de ANOVA y comparaciones múltiples con el método de Bonferroni. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas a valores de p < 0.05. 
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VI. RESULTADOS 

1. Peso corporal 

Ni la GM ni el DAS tuvieron efecto sobre este parámetro. (Fig. 9). No hubo 

diferencias significativas entre los grupos durante todo el experimento (6 días). 
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Fig 1 O. Efecto de GM y de DAS sobre el peso corporal a lo largo del tratamiento. 

2. Volumen urinario 

Se observó un aumento significativo del volumen urinario del día 6 tanto en el 

grupo GM ( 17 ± 4) como el grupo DAS + GM ( 19 ± 8) respecto al control (9 ± 4 ). El 

volumen urinario del grupo tratado sólo con DAS (6 ± 1) no presentó diferencias 

respecto al control. 

Volumen urinario 
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~ 20 . ' 
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Fig 11. Efecto de GM y de DAS sobre el volumen urinario. 
* p < 0.05 vs. CT. •• p < 0.001 vs. CT. 
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3. Parámetros de daño tubular 

3. 1 Actividad de la NAG en orina 

Como era de esperarse, el grupo de ratas tratadas con la GM (2 ± 1 ) presentó 

un aumento significativo de NAG raspee.to al control (0.2 ± 0.06). Sin embargo, la 

administración de DAS a ratas tratadas con GM (DAS+GM) (0.3 ± 0.2) evitó este 

incremento de forma total. 

Actividad ele la NAG en orina 
2.0 

~ 1.5 
"' CI 
i 1.0 
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:::;¡ .5 ++ 
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CT GM °"ª OAS+GM 

Fig 12. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de la NAG en orina. 
** p < 0.001 vs. CT. ++ p < 0.001 vs. GM. 

3.2 Excreción de proteínas totales en orina 

Al igual que NAG, la proteinuria aumentó de forma significativa en el grupo 

tratado con GM (116 ± 26) respecto al control (13 ± 4). El tratamiento con DAS a 

ratas tratadas con GM (58 ± 20) previno parcial y significativamente este aumento. 

Excreción de protelnas totales 
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Fig 13. Efecto de GM y de DAS sobre la excreción de las protelnas totales en orina. ~ p < 0.001 
vs. CT. ++ p < 0.001 vs. GM. 
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3. 3 Actividad de GPx plasmática 

La administración de GM (4 ± 1) disminuyó de forma significativa este parámetro 

respecto al control (6 ± 1 ). El DAS previno parcial pero no significativamente esta 

disminución (4 ± 1 ). 

Actividad de GPx en plasma 
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Fig 14. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de GPx en plasma. 
• p <0.01 vs. CT. 

4. Parámetros de daño glomerular 

4. 1 Nitrógeno de urea en sangre (BUN) 

Se observó un aumento significativo del grupo que recibió GM (41 ± 12) respecto 

al control (16 ± 3). El DAS previno parcial pero significativamente el aumento de 

BUN inducido por la GM (30 ± 7). 
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Fig 15. Efecto de la GM y del DAS sobre el BUN. 
** p < 0.001 vs. CT. + p < 0.05 vs. GM. 
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4.2Creatinina en suero 

De manera similar al BUN, se determinó un aumento significativo de creatinina 

en el suero de las ratas tratadas con GM (O. 7 ± 0.1) respecto al grupo control (0.3 

:: 0.1 ). De nueva cuenta, la administración de DAS a ratas tratadas con GM 

previno de forma parcial pero significativa dicho aumento (0.6 ± 0.1 ). 

Creatinina en suero 

.75 
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+ 
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Fig 16. Efecto de GM y de DAS sobre la crealinina en suero. 
• p < 0.001 vs. CT. + p < 0.05 vs. GM. 

5. PROTEÍNAS OXIDADAS 

La GM (4 ± 1) aumentó significativamente el contenido de proteínas oxidadas en 

la corteza renal respecto al control (3 ± 1 ). El tratamiento con DAS a ratas tratadas 

con GM (3 ± 1 ) evitó este contenido en forma parcial pero significativa respecto al 

grupo GM. 

Protefnas oxidadas 

OD 
CT GM DAS OAS+GM 

Fig 17. Efecto de GM y de DAS sobre el contenido de proteínas oxidadas en corteza r(!nal. • p < 
0.01 vs. CT. + p < 0.05 vs. GM. 
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6. Actividad de las enzimas antioxidantes en coneza renal 

6. 1 Actividad de CA T 

Al igual que la alteración de los parámetros que determinan un daño renal, la 

GM también disminuyó (0.2 ± 0.03) significativamente la actividad de la enzima 

CAT cuando se comparó con el grupo CT (0.4 ± 0.03). En este caso. DAS (0.2 ± 

0.02) por si solo disminuyó la actividad de CAT a niveles similares a los del grupo 

que recibió la GM, razón por la cual la administración de DAS a ratas tratadas con 

GM no restauró en nada la actividad de CAT (0.2 ± 0.1 ). 

Catmlaaa 
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Fig 18. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de la CAT. ** p < 0.001 vs. CT. 

6. 2 Actividad de GPx en corteza renal 

No hubo cambios significativos de la actividad de GPx en los 3 grupos 

experimentales respecto al grupo CT (0.19 ± 0.06). Sin embargo, hubo diferencia 

significativa entre el grupo GM y el DAS+GM. Con base en estos datos, este 

resultado indica que en la presencia de GM, DAS aumentó ligeramente la 

actividad de GPx en la corteza renal. 
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Fig 19. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de GPx en corteza renal. 
+ p < 0.05 vs. GM. 

6.3Actividad de SOD total 

La actividad de esta enzima disminuyó significativamente por el tratamiento con 

GM ( 16 ± 2) respecto al control ( 19 ± 1 ). Al igual que cata lasa, DAS ( 16 ± 1) por sí 

solo disminuyó la actividad de SOD total a niveles similares a los del grupo que 

recibió la GM, y podría ser la razón por la cual la administración de DAS a ratas 

tratadas con GM no restauró en nada la actividad de SOD total (1 B ± 1 ). 
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Fig 20. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de SOD total. 
* p < 0.05 vs. CT. DAS+ GM vs. GM, p = NS. 
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6.4 Actividad de Mn-SOD 

Nuevamente se observó que la GM disminuyó (4 ± 1) significativamente la 

actividad de la isoforma Mn-SOD al ser comparada con la del grupo CT. (6 ± 1) y 

que DAS (4 ± 1) per se disminuyó la actividad de ésta isoforma enzimática de 

SOD lo cual. al igual que SOD total, puede explicar que el tratamiento con DAS a 

ratas tratadas con GM (5 ± 1) no previniera la caída en la actividad de Mn-SOD 

por GM. 
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Fig 21. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de Mn-SOD. 
• p < 0.01 vs. CT. DAS + GM vs. GM, p = NS. 

6. 5 Actividad de Cu-Zn-SOD 

No se aprecian diferencias significativas en la actividad de Cu-Zn-SOD entre los 

3 grupos respecto al control. 
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Fig 22. Efecto de GM y de DAS sobre la actividad de Cu-Zn-SOO 
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7. Histologia 

El análisis de los cortes histológicos demostró que el tejido renal de las ratas 

tratadas con GM presentó casi en su totalidad necrosis y licuefacción en las 

células epiteliales del túbulo proximal (B). Sin embargo, la administración de DAS 

a ratas tratadas con GM (D) indujo una notable mejoría respecto al grupo GM, 

donde se aprecia solo una ligera necrosis tubular. 

Fig 23. Microscopia de luz de los cortes de corteza renal de ratas control (A), ratas tratadas con 
GM (8), ratas tratadas con DAS (C) y ratas tratadas con GM en paralelo con DAS (O). H&E. 200X. 
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B. lnmunohlstoqulmica 

La reacción con el anticuerpo anti-nitrotirosina reveló la presencia de gran 

cantidad de estas moléculas en los túbulos proximales en el tejido renal de las 

ratas tratadas con GM, sugiriendo el desarrollo de estrés oxidativo ante este 

tratamiento (B). En contraste, el tejido de ratas control (A) y ratas tratadas con 

DAS (C) mostró poca reacción con el anticuerpo anti-nitrotirosina, probablemente 

debido al nivel basal de estrés que se sufre de forma fisiológica. El DAS impidió 

notablemente la formación de residuos de nitrotirosinas en las proteínas y del 

estrés oxidativo, sin embargo esta prevención no fue completa ya que se aprecia 

una tinción ligeramente mayor que el control (D). 

Fig 24. Microscopía de luz de los cortes de corteza renal de ratas control (A) tratadas con GM 
(8), con DAS (C) y DAS + GM (D). lnmunohistoquimlca. 200X. 
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9. Efecto de DAS sobre la producción de 02·· 

Se observó que el DAS es incapaz de disminuir la producción de 0 2-- por los tres 

métodos empleados. Con el método enzimático usando NBT como aceptor de 

electrones, se apreció una disminución significativa con la concentración más alta, 

sin embargo esto no se pudo considerar como válido debido a que también 

disminuyó la producción de ácido úrico, un indicador de la actividad de la xantina 

oxidasa. Con otro método enzimático, en el cual se utilizó citocromo c como 

aceptor de electrones se apreció un aumento tanto de la producción de ácido úrico 

como de 0 2--. En el método no enzimático también se observó un aumento en la 

producción de esta ERO. Aún no se conoce la razón por la cual ocurre este 

fenómeno. 

9. 1 Ensayo utilizando NBT como aceptar de electrones 
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Fig 25. Efecto de DAS sobre la producción de anión superóxido y ácido úrico usando NBT como 
aceptar de electrones. • p < 0.05 vs. 100%. 
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Fig 26. Efecto de DAS sobre la producción de anión superóxido y ácido úrico usando citocromo 
c como aceptar de electrones.• p < 0.05 vs. 100%. •• p < 0.001 vs. 100%. 

9.3 Ensayo no enzimático 
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Fig 27. Efecto de DAS sobre la producción de anión superóxido utilizando un método no 
enzimático.•• p < 0.001 vs. 100%. 
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VII. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se demostró que la administración de DAS, un metabolito 

de la alicina que se encuentra en el organismo después del consumo de ajo y qlle 

además es uno de los componentes del aceite de ajo, disminuyó en forma parcial 

la nefrotoxicidad en ratas causada por la gentamicina. Como se ha reportado 

extensamente (14, 68, 142), la administración de GM indujo una reducción en la 

función glomerular que se manifestó en un aumento de creatinina y nitrógeno de 

urea en suero, y daño al túbulo proximal determinado por un incremento en la 

actividad de la enzima lisosomal NAG y en la excreción de proteínas totales en 

orina así como de la actividad de GPx en suero. Esta serie de datos junto con el 

aumento en el volumen urinario confirmaron el patrón ya establecido de 

nefrotoxicidad inducida por gentamicina, la cual se caracteriza por una disminución 

en la velocidad de filtración glomerular y un daño tubular directo asociado con 

poliuria (143). Se considera que el primer paso en el desarrollo de la 

nefrotoxicidad inducida por GM es la interacción entre las cargas catiónicas de 

ésta y los fosfolípidos aniónicos de la membrana. En tales condiciones los 

lisosomas no funcionan correctamente y es cuando liberan sus enzimas 

hidroliticas como la NAG (144). Por otro lado, se ha sugerido que el daño renal 

puede deberse a la exposición excesiva del tejido a EROs como consecuencia 

directa de la GM, que como otros xenobióticos median su producción (145), o 

debido a la inactivación o disminución de antioxidantes como GSH (73), SOD (76, 

146, 147), GPx (148) y catalasa (147). La habilidad de las EROs para inducir daño 

renal se ha demostrado en varios estudios (119, 149) así como el de los 

atrapadores de EROs para prevenir dicho daño (68, 150). Se tiene evidencia in 

vivo (59, 60, 119) de que las EROs como H202, OH· y 02·- están involucradas en el 

desarrollo de la insuficiencia renal debido al uso de la GM (19, 68), así como 

pruebas in v11ro que indican que ésta aumenta la generación de H202 y radicales 

libres de oxigeno en las mitocondrias de la corteza renal (58, 63). Se ha sugerido 
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que la GM puede actuar como un quelante de hierro formando complejos con este 

metal que cataliza la formación de EROs y la lipoperoxidación (64, 151 ). 

En nuestro laboratorio, se ha demostrado qu1::1 una dieta enriquecida al 2% con 

polvo de ajo puede conferir protección contra la nefrotoxicidad causada por la GM 

en ratas. En correlación con la probable participación de EROs en el daño, en 

dicho trabajo se observó que el tratamiento con ajo previno casi de manera total la 

lipoperoxidación causada por la GM ( 119). Al contrario de la GM, el ajo además de 

sus propiedades antioxidantes incrementa la actividad de SOD, GPx y CAT (152). 

En este trabajo se demostró que la administración diaria de DAS (uno de los 

principales componentes del aceite de ajo el cual se obtiene a partir del polvo de 

ajo) a las ratas tratadas con GM resultó en protección parcial contra la 

nefrotoxicidad, evidenciada tanto en los cortes de tejido así como en la función 

renal. La administración de DAS junto con la GM previno parcial pero de manera 

significativa, el aumento en los niveles séricos de creatinina, BUN y GPx y de la 

excreción urinaria de NAG y de proteínas totales, indicando protección en las 

funciones glomerular y tubular. Sin embargo, el tratamiento con DAS no previno la 

poliuria inducida por GM. Esto pudo deberse a la necrosis parcial de las células 

del túbulo proximal que se observó en el grupo de ratas tratadas con DAS + GM, 

lo que disminuye su capacidad de reabsorber iones como el sodio, el cual por 

gradiente osmótico normalmente arrastra agua y concentra la orina. Otra 

posibilidad en el mismo sentido es la disminución de la actividad de la enzima 

Na•1K• ATPasa presente en las células del túbulo proximal, afectando la 

reabsorción de estos iones y conduciendo a la poliuria observada. 

Para poner de manifiesto la presencia del estrés oxidativo debido al tratamiento 

con GM así como el efecto de DAS sobre el mismo, se midió el contenido de 

grupos carbonilo, productos finales estables de las reacciones oxidativas que se 

originan por acción de las EROs sobre las proteínas oxidando algunos 

aminoácidos como leucina, valina, lisina, prolina, arginina, treonina e isoleucina a 

derivados carbonilo (153-156). De igual forma, se determinó el nivel de 

nitrotirosinas que se produce por efecto de las EROs sobre el aminoácido tirosina, 

en cortes de la corteza renal por inmunohistoquímica. Ambas técnicas funcionan 
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como un marcador in vivo del daño oxidativo a los tejidos (157). Como era de 

esperarse, las ratas tratadas con GM mostraron un aumento significativo de 

proteínas oxidadas y de nitración de proteínas en la corteza rf'!nal, lo cual indica la 

presencia de EROs en el desarrollo de la nefropatia. Esto concuerda con 

hallazgos previos en donde se observa un aumento en la lipoperoxidación en 

corteza renal de ratas tratadas con GM (68, 119, 150, 151, 158-160) y de la 

producción de las EROs. El DAS previno de forma parcial el aumento en la 

oxidación y nitración de las proteínas en la corteza renal de ratas que fueron 

sometidas al tratamiento con GM, lo cual puede explicarse en base a sus 

propiedades antioxidantes (124), a que disminuya la producción de EROs en la 

mitocondria renal o a un posible efecto inductor sobre el sistema enzimático 

antioxidante local. 

El análisis en este trabajo del comportamiento de las enzimas Mn-SOD, Cu-Zn­

SOD, CAT y cGPx en corteza renal sugiere que esta última posibilidad es 

improbable. Cabe hacer notar que las determinaciones se realizaron 

exclusivamente en homogenados de corteza renal y no en médula ya que se sabe 

con certeza que la gentamicina se acumula en las células del túbulo proximal, las 

cuales están en la corteza renal (119). La actividad de Mn-SOD disminuyó de 

manera significativa en el grupo GM, lo cual concuerda con lo reportado 

previamente (119), pero también disminuyó de la misma manera en el grupo de 

ratas al cual se administró solamente DAS. Por lo tanto en el grupo tratado con 

DAS junto con GM no hubo restauración de la actividad. Respecto a la actividad 

de la isoforma Cu-Zn-SOD, no se observó ninguna diferencia significativa entre el 

grupo tratado con GM y el control, lo cual concuerda con los datos obtenidos 

previamente ( 119). En este caso, DAS no mostró ningún efecto sobre esta 

isoforma de SOD. Por lo tanto, la disminución observada para la actividad de sao 
total se puede acreditar a la caída de la actividad de la isoforma Mn-SOD. En base 

a estas observaciones, se puede concluir que el DAS no ejerció su efecto 

antioxidante a través de la prevención en la disminución de la actividad de la sao, 
sino que por el contrario, su administración llevó a una disminución de la misma. 

Aunque la razón de este comportamiento se desconoce, es posible especular que 
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de alguna manera DAS este reduciendo la producción de 0 2·· y con ello regule de 

manera negativa la expresión de SOD y con ello su nivel de actividad. 

En cuanto a la actividad de cGPx en riñón, no hay una disminución clara en las 

ratas tratadas con GM aunque parece haber una tendencia a ello. 

lnteresantemente. la actividad en el grupo DAS + GM fue mayor que la del grupo 

control y significativamente mayor que el grupo que sólo recibió el tratamiento con 

GM. El DAS por si solo no tuvo efecto sobre la actividad de cGPx. por lo que éste 

resultado sugiere que tal vez solo en presencia de bajas concentraciones de H 20 2 

generadas por GM. DAS podría estar aumentando ligeramente la actividad de GPx 

en la corteza renal. 

En cuanto al comportamiento de CAT. se observó que su actividad disminuye en 

la corteza renal de ratas tratadas con GM lo cual puede ser una evidencia más de 

la participación de las EROs en el daño renal. Al igual que ocurre con la Mn-SOD, 

el tratamiento sólo con DAS disminuyó la actividad de CAT. 

En conjunto, la mayoría de estos resultados con enzimas antioxidantes, están 

de acuerdo con lo informado en la literatura. Aunque el efecto del ajo y de DAS 

sobre estas enzimas parece depender de la concentración y del tipo de órgano en 

el que se analice, la mayoría de los reportes demuestran que ambos tiene poco 

efecto sobre la actividad de SOD y GPx (135) pero sí disminuye la actividad de 

CAT. Esta disminución se ha observado en el hígado (135) y mas recientemente 

en corteza renal de ratas tratadas con DAS y una dieta con polvo de ajo al 2% 

( 119), respectivamente. Se ha sugerido que la disminución en Ja actividad de CAT 

se debe a una disminución en la generación in vivo de H202 que controlaría la 

expresión de ésta enzima como adaptación a las bajas concentraciones de esta 

ERO ( 161 ). A su vez, Ja disminución en la generación de H202 in vivo podría 

deberse al efecto antioxidante directo de DAS. El hecho de que Mn-SOD haya 

disminuido en presencia de DAS, puede indicar que bajo dicho tratamiento había 

bajas concentraciones de 02··, que se traduce en una baja producción de H202, 

razón por la cual la actividad de CA T, que actúa en presencia de altas 

concentraciones de esta ERO, también disminuyó. 
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El o los mecanismos por los cuales DAS atrapa o disminuye al 02·· y H20 2 no se 

conocen aún. sin embargo podría ser que la disminución en el consumo de 

oxigeno por la mitocondria inducido por DAS contribuya a tal efecto (162). Los 

ensayos realizados para observar el efecto de DAS sobre la producción del oi-· in 

vitro durante este trabajo empleando 3 diferentes técnicas, muestran que DAS 

bajo las condiciones ensayadas no tiene la habilidad para atrapar 02··. 

Por otra parte, es posible que en lugar de tener un efecto directo sobre las 

EROs. el DAS haya incrementado la actividad y cantidad de otras moléculas 

antioxidantes como la glutatión S-transferasa (GST) y el glutatión reducido (GSH). 

En este sentido, se ha demostrado que DAS, dependiendo de la concentración, es 

capaz de aumentar la actividad de GST en varios órganos como el hígado, 

estómago, intestino delgado y pulmón de ratones (118) y la cantidad de GSH en 

hepatocitos de ratas ( 117). La GST cata liza la conjugación de compuestos 

electrofilicos, como las EROs, con el GSH. Ya que en este trabajo no se hicieron 

determinaciones de estos compuestos, el posible papel de los mismos en la 

protección parcial sobre la nefrotoxicidad por el DAS es únicamente especulativo. 

Seria de gra·n importancia determinar en el futuro el posible papel de estas 

moléculas en la protección observada con el ajo y DAS. 

Aunque el conjunto de datos parece apuntar a que DAS no ejerce su efecto de 

manera directa por la captura de EROs ni por la inducción de las enzimas 

antioxidantes ensayadas, es claro que su administración confirió una protección 

parcial contra la nefrotoxicidad por GM como se evidenció por el análisis de los 

cortes histológicos de la corteza renal. Mientras los cortes del grupo de ratas 

tratadas con GM durante los 6 días mostró una completa necrosis del tejido con 

licuefacción y pérdida de la estructura renal, los cortes de las ratas tratadas en 

conjunto con el DAS mostraron necrosis parcial, sin liquefacción ni pérdida de la 

estructura renal. Este nivel de protección se correlacionó con la disminución de la 

nitrotirosina en las proteínas de la corteza renal determinada en la 

inmunohistoquímica y con las otras determinaciones que sugieren que la 

protección se dio asociada a una disminución de las EROs. Aunque hay 

protección, esta no se compara a los niveles observados en los cortes de ratas 

50 



tratadas con polvo de ajo, por lo que es posible que alguno o todos los otros 

compuestos azufrados del ajo desempeñen un papel. En conjunto, todos estos 

compuestos podrían actuar en forma sinérgica para lograr el nivel de protección 

que se observa con el polvo de ajo. En este sentido se ha encontrado que una 

amplia variedad de compuestos además del DAS tienen una serie de propiedades 

en diferentes sistemas ensayados. Entre estos podemos mencionar al DAOS, 

DATS, alicina, ajoene, alina, SAC y SAMC, entre otros. Precisamente por las 

evidencias encontradas en éste y otros trabajos anteriores utilizando al ajo o a sus 

compuestos. la identificación de aquellos que pudieran estar confiriendo la 

protección contra la nefrotoxicidad por GM es el objetivo principal de nuestro 

laboratorio. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Los resultados de esta tesis indican que el DAS disminuye de forma parcial la 

nefrotoxicidad inducida por GM, probablemente a través de un mecanismo 

indirecto de bloqueo en la producción o de la inactivación de las EROs, como se 

observó en la prevención del aumento en el contenido de grupos carbonilos 

reflejados como proteínas oxidadas así como en los niveles de nitrotirosina 

determinados por inmunohistoquímica. El efecto protector del ajo probablemente 

se deba a la participación de múltiples componentes de los cuales DAS es sólo 

uno de ellos. 
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