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LISTA DE ABREVIATURAS

Al-NTA Nitrilotriacetato de aluminio
AP-1 Proteína activadora 1
CCR Carcinoma celular renal
COX-2 Ciclooxigenasa 2

c-myc Proto oncogen con potencial neoplásico, homólogo del oncogen 
aviar retroviral v-myc

cyclin B1 Proteína reguladora del ciclo celular  
D-MEM Medio de cultivo de Dulbecco modificado por Tagle
DNA Ácido desoxirribonucleico
DNPH Dinitrofenlhidrazina
DTT Ditiotriitol
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidermal
EMSA Ensayo de cambio de movilidad electroforética
ERK Proteína cinasa regulada por señales extracelulares
ERN Especies reactivas de nitrógeno
ERO Especies reactivas de oxígeno
FeNTA Nitrilotriacetato de hierro
H2O2 Peróxido de hidrógeno
HNE 4-hidroxinonenal
HO Radical hidroxilo
i.g. Intragástrico
IB Proteína inhibidora de NF-B
IKK Proteína cinasa de IB
i.p. Intraperitoneal
JCA Jugo concentrado de arándano
LPS Lipopolisacárido
MAP3K, MAPKK y 
MAPK

Proteínas cinasa activadas por mitógenos

MDA Malondialdehido
MMP Metaloproteinasa de matriz extracelular
NEMO Modulador esencial de NF-B, también conocido como IKK 
NF-B Factor nuclear kappa B
NIK Proteína cinasa inductora de NF-B
ODC Ornitina descarboxilasa
O2

  Anión superóxido
PBS Amortiguador de fosfatos y solución salina
PMSF Fenilmetilsulfonilfluoruro
PTK Proteína cinasa de tirosina
P65 Subunidad proteica de NF-B

Raf Proteína que hidroliza GTP, tiene actividad de cinasa de serina y 
treonina y es activada por la proteína Ras.

Ras Proteína que hidroliza GTP, codificada en el encogen ras (rat 
sarcoma)

SDS Dodecilsulfato de sodio



SFB Suero fetal de bovino
SSI Solución salina isotónica



RESUMEN

Hay evidencias que relacionan el estrés oxidativo con el cáncer, lo cual ha generado interés 

por el uso de antioxidantes en su prevención y/o tratamiento. Algunas frutas, como el 

arándano (Vaccinium macrocarpon), tienen gran contenido de antioxidantes, entre los que 

se distinguen los polifenoles. Se ha visto que éstos tienen capacidades aún mayores a las de 

los antioxidantes clásicos como las vitaminas E y C. Con base en esto, se investigó si el daño 

oxidativo inducido por el carcinógeno renal nitrilotriacetato de hierro (FeNTA), se podía 

prevenir con jugo concentrado de arándano (JCA), tanto in vivo (en ratas) como in vitro (en 

células de epitelio tubular proximal de riñón de cerdo LLC-PK1). Así mismo, se investigó in 

vitro la activación del factor de transcripción NF-B y la capacidad celular de crecimiento 

independiente de adhesión después del tratamiento con FeNTA y si el JCA tenía efecto sobre 

las alteraciones inducidas.

Se estudiaron cuatro grupos: Control, JCA, FeNTA y JCA+FeNTA. In vivo se probaron dos 

dosis y tiempos de pretratamiento con JCA: 2 y 5 mL JCA/Kg de peso corporal cada 24 h 

durante 10 y 15 días respectivamente. In vitro el tratamiento durante 48 h con JCA dilución 

1:180 y con FeNTA 500 M fue simultáneo. En los dos modelos, el antioxidante JCA generó 

distintas respuestas, en algunos casos opuestas. El JCA redujo parcialmente la 

lipoperoxidación in vivo y la evitó in vitro. Exacerbó la oxidación de proteínas in vivo y la 

impidió in vitro. Así mismo, el JCA exacerbó in vivo la generación de H2O2. La concentración 

de H2O2 no se determinó in vitro porque no se encontró una metodología adecuada. Se 

encontró in vitro, con la técnica de Western blot, que el FeNTA induce la activación del factor 

de transcripción NF-B, sugiriendo que esta puede ser una de las causas de su 

carcinogenicidad. Así mismo, la activación del factor se incrementó en presencia del JCA en 

los grupos JCA y JCA+FeNTA. El esquema de tratamiento con FeNTA empleado en las 

células LLC-PK1 fue capaz de generar estrés oxidativo, pero las células no adquirieron la 

capacidad de crecer independientes de adhesión, es decir, no adquirieron características de 

células cancerosas, por lo cual no fue posible evaluar los efectos del JCA en este proceso.

Entonces, in vitro, se comprobó que el JCA tiene propiedades antioxidantes y se demostró 

que tiene un efecto protector contra el daño oxidativo causado por FeNTA. En cambio, los 

resultados de los estudios in vivo muestran efectos prooxidativos del JCA en combinación 

con el FeNTA. Por lo que, para proponer al JCA como tratamiento en humanos es necesario 

realizar más estudios.



INTRODUCCIÓN.

ESTRÉS OXIDATIVO Y CÁNCER

El desequilibrio entre la concentración de especies reactivas de oxígeno (ERO) y/o de 

nitrógeno (ERN) y los sistemas antioxidantes endógenos conducen a un estado celular 

conocido como estrés oxidativo, lo que provoca de forma exacerbada el daño oxidativo 

a lípidos, proteínas, carbohidratos y ácidos nucleicos (que en última instancia pueden 

conducir al desarrollo de algunas patologías o a la muerte celular). Se ha demostrado 

entonces, que las ERO tienen un papel clave en las rutas fisiopatológicas de una amplia 

variedad de enfermedades como diabetes mellitus, enfermedad de Parkinson, 

enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide y cáncer, y en procesos fisiológicos como 

el envejecimiento [Khan y cols, 2004]. 

El cáncer se define como el crecimiento tisular producido por la proliferación 

descontrolada y continua de células anormales con capacidad de invasión y destrucción 

de otros tejidos. Esta enfermedad, que puede originarse a partir de cualquier tipo de 

célula en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad única sino un conjunto de 

enfermedades que se clasifican en función del tejido y célula de origen. El cáncer 

involucra cambios permanentes en el genoma o mutaciones que conducen a la 

activación de oncogenes y a la inhibición de genes supresores de tumores [Bishop y 

Weimberg, 1996; Hanahan y Weimberg, 2000].

Basándose en observaciones de cáncer humano y en modelos animales, se puede decir 

que el desarrollo de tumores proviene de un proceso de múltiples etapas análogo a la 

evolución Darwiniana, en el cual una sucesión de cambios genéticos, desde mutaciones 

puntuales hasta cambios en el complemento cromosómico, confieren algún tipo de 

ventaja para el crecimiento celular, lo que conduce a la transformación progresiva de 

células normales en células cancerosas  malignas [Bergers y cols, 1999; Foulds, 1954; 

Hanahan y Weimberg, 2000; Kinzler y Vogelstein, 1996; Nowell, 1976; Renan, 1993]. Es 



decir, generalmente una sola mutación no basta para convertir una célula normal en 

una célula cancerosa, por el contrario, se ha visto que la carcinogénesis (la generación 

del cáncer) requiere que ocurran varias alteraciones en el linaje de una célula [Alberts y 

cols, 2002]. Estos cambios pueden ser provocados por diferentes clases de agentes: (a) 

carcinógenos, que entre otras lesiones provocan cambios en la secuencia de 

nucleótidos; (b) radiación, que generalmente causa rupturas en los cromosomas y 

traslocaciones; (c) virus, que introducen versiones oncogénicas de genes que controlan 

el ciclo celular [Alberts y cols, 2002]; y (d) alteraciones en la regulación epigenética que 

incluyen cambios en los patrones de metilación (hipo e hipermetilación) que modifican la 

expresión génica [Feinberg, 2004]. Se ha sugerido que los diferentes genotipos de 

células cancerosas son una manifestación de seis alteraciones esenciales en la fisiología 

celular que colectivamente dirigen el crecimiento celular maligno: 1) autosuficiencia en 

señales de crecimiento, 2) insensibilidad a señales inhibitorias de crecimiento, 3) 

evasión de la muerte celular programada o apoptosis, 4) potencial replicativo ilimitado, 

5) angiogénesis continua e invasión de tejidos adyacentes y 6) metástasis [Hanahan y 

Weimberg, 2000]. 

Cada vez hay más evidencias que relacionan al cáncer con el estrés oxidativo. Entre las 

hipótesis que sustentan que el estrés oxidativo es un factor importante en el desarrollo 

de cáncer están a) la que propone al peróxido de hidrógeno (H2O2) como un segundo 

mensajero necesario para la activación de factores de transcripción que son sensibles al 

estado redox de la célula; b) la que relaciona el daño a lípidos y los subproductos de 

este evento con el inicio de cáncer y c) la que propone que el daño directo al DNA es un 

factor importante en la carcinogénesis. En este trabajo nosotros nos enfocaremos en las 

dos primeras, las cuales se describen a continuación.

a) El H2O2 como un segundo mensajero. 

Se sabe que las células cancerosas, particularmente aquellas que son altamente 

invasivas o metastásicas, requieren un cierto nivel de estrés oxidativo para mantener un 

desbalance entre proliferación y apoptosis. Se ha encontrado que muchos tipos de 



células cancerosas generan constitutivamente grandes, aunque tolerables, cantidades 

de H2O2, el cual aparentemente pueden funcionar como molécula de señalización en la 

vía de las cinasas de proteína activadas por mitógenos (MAPK) para activar 

constantemente factores de transcripción. Entre estos factores está el factor nuclear 

kappa B (NF-B), la proteína activadora 1 (AP-1) y c-myc, que son sensibles a estrés 

oxidativo y activan genes que están involucrados tanto en la supervivencia como en la 

proliferación de las células (figura 1). Existen evidencias que demuestran que si el 

exceso de H2O2 se atrapa por compuestos que tienen actividad antioxidante, se 

suprimen los genes de respuesta a estrés oxidativo y consecuentemente se inhibe la 

proliferación de células cancerosas [Loo, 2003]. 

b) Daño a lípidos. Relación de los subproductos de lipoperoxidación con el inicio de 

cáncer.

Existen muchas observaciones que apoyan fuertemente que los productos de la 

oxidación de lípidos (dienos conjugados, lípidos hidroperóxidos y productos de 

degradación como malondialdehído (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE)), están asociados 

íntimamente con el desarrollo del cáncer. Se ha demostrado que los subproductos de la 

lipoperoxidación reaccionan, por ejemplo, con el DNA renal para formar aductos [Gago-

Dominguez y cols, 2002; Toyokuni y cols, 1994a; Umemura y cols, 1990] y la reparación 

deficiente del daño al DNA inducido por estos aductos puede conducir a mutaciones en 

protooncogenes y/o genes supresores de tumores, lo cual es una etapa crítica en el 

proceso de conversión de las células normales a células con fenotipo maligno [Umemura 

y cols, 1996]. Existen algunos ejemplos específicos en humanos en los cuales se han 

relacionado estas observaciones con el desarrollo de cáncer [Basso y cols, 1994; 

Okamoto y cols, 1994], así como el consumo de antioxidantes con su disminución 

[Lindblad y cols, 1999; Yuan y cols, 1998]. Más aún se ha propuesto que el aumento en 

la lipoperoxidación observada en las personas obesas e hipertensas es el mecanismo 

responsable, al menos en parte, del aumento en el riesgo que corren estos pacientes a 

desarrollar carcinoma celular renal [Gago-Dominguez y cols, 2002].



Figura 1.- Papel del peróxido de hidrógeno (H2O2) en las células cancerosas. EGFR, receptor del factor de 
crecimiento epidermal; PTK, proteina cinasa de tirosina; Ras y Raf, proteínas que hidrolizan GTP; MAP3K, 
MAPKK y MAPK, proteínas cinasas activadas por mitógenos; NF-B, factor nuclear B; AP-1, proteína 
activadora 1; c-myc, oncogen perteneciente a la familia de fosfoproteínas nucleares; COX-2, 
ciclooxigenasa 2; MMP, metaloproteinasa de matriz extracelular; cyclin B1, proteína reguladora del ciclo 
celular  [Modificado de Loo, 2003].

FACTOR NUCLEAR B, CÁNCER Y ESTRÉS OXIDATIVO

Entre los factores de transcripción íntimamente relacionados con el cáncer y sensibles al 

estado redox está el factor nuclear B (NF-B), descubierto por Sen y Baltimore en 1986 

como un factor necesario para la transcripción de la cadena ligera kappa de las 

inmunoglobulinas en las células B [Bharti y Aggarwal, 2002; Magnani y cols, 2000]. El 

NF-B está presente en el citosol de casi todos los tipos celulares en forma inactiva, con 

excepción de células B maduras y células plasmáticas en las cuales el factor está 

localizado en el núcleo unido al DNA [Magnani y cols, 2000]. 

El NF-B constituye una familia de proteínas diméricas de unión a DNA. En mamíferos 

se encuentran cinco miembros de la familia NF-B: RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-B1 (p50 

y su precursor p105) y NF-B2 (p52 y su precursor p100). Estas proteínas pueden 
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existir como homo o heterodímeros y muestran una región de 300 aminóácidos N-

terminal muy conservada, denominada dominio de homología Rel (RHD, por sus siglas 

en inglés) que es responsable de la dimerización, la traslocación nuclear, la unión al 

DNA, la transcripción de genes [Ruland y Mak, 2003] y la interacción con miembros de 

la familia de proteínas inhibidoras de NF-B (IB). Esto último gracias a que las 

proteínas IB contienen múltiples copias de repetidos de ankirina los cuales interactúan 

con el RHD de las proteínas Rel/NF-B [Li y Karin, 1999].

La activación de NF-B es regulada por múltiples vías de señalización en cascada, y la 

contribución de cada vía en la inducción de NF-B es dependiente de la naturaleza del 

estímulo [Li y cols, 1999]. En la figura 2 se muestran dos vías de señalización para la 

activación de NF-B [Hayden y Ghosh, 2004]. Esta activación es controlada por la 

fosforilación secuencial, ubiquitinación y degradación proteosomal de las proteínas IB, 

y la consecuente exposición de una región en NF-B denominada señal de localización 

nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) [Je y cols, 2004; Magnani y cols, 2000]. Se sabe 

que son muchas las cinasas que fosforilan IB en residuos específicos de serinas amino 

terminales, de las cuales, las más estudiadas son las IB cinasas (IKK) [Storz y cols, 

2004]. Estas cinasas de proteína son un complejo multiproteico compuesto por al menos 

tres subunidades: IKK (IKK-1), IKK (IKK-2) que actúan como la subunidad catalítica, 

e IKK también conocido como modulador esencial de NF-B (NEMO, por sus siglas en 

inglés) [Li y cols, 1999]. Éstas, a su vez, son fosforiladas y activadas por una o más 

cinasas hacia arriba en la cascada, por ejemplo por la cinasa inductora de NF-B (NIK) 

[Je y cols, 2004]. 

Los factores transcripcionales de la familia Rel/NF-B regulan numerosos genes 

celulares y virales, juegan un papel importante en respuestas de estrés, inmunes, de 

inflamación y en procesos de sobrevivencia, muerte celular y reparación tisular [Li y 

Karin, 1999; Nakanishi y Toi, 2005]. Asimismo, hay evidencia sustancial que indica que 

el NF-B regula la oncogénesis y la progresión de tumores [Garkavtsev y cols, 2004; 

Greten y cols 2004; Pikarsky, 2004]. Por ejemplo, el producto del gen de cilindromatosis 



familiar CYLD, que es supresor de tumores, funciona como regulador negativo de NF-

B, es decir, la proteína CYLD normalmente se une a IKK (o NEMO) e inhibe la 

fosforilación y degradación de IB, manteniendo así inactivo a NF-B en el citoplasma. 

La inhibición de CYLD incrementa la activación de NF-B y su pérdida promueve el 

desarrollo de cáncer en familias con cilindromatosis familiar [Brummelkamp y cols, 

2003].

Figura 2.- Vías clásica y alternativa de la activación de NF-B. NEMO= modulador esencial de NF-B (IKK); 
NIK= cinasa inductora de NF-B; p50, p65, p100 y Rel B= proteínas que conforman NF-B; Ub= Ubiquitina

Por otra parte, se ha demostrado que la activación de NF-B se da a tiempos cortos. Li 

y Karin en 1999, demostraron en un modelo con fibroblastos de embrión de ratón que la 

activación de NF-B ocurre desde los 10 minutos después de ser estimulados con el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF ) o la interleucina 1 (IL-1) [Li y cols, 1999]. Así 

mismo, hay evidencia de que la actividad de NF-B es regulada por los niveles 

intracelulares de ROS, aunque el mecanismo molecular involucrado aún no está bien 

esclarecido [Li y Karin, 1999]. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que 

en una variedad de tipos celulares, NF-B actúa como un sensor de estrés oxidativo. Por 



ejemplo, células expuestas a H2O2 o inducidas para producir especies reactivas de

oxígeno intracelulares, muestran una potente activación de NF-B [Fan y cols, 2003]. En 

otro estudio se encontró que la activación de NF-B en respuesta al estrés oxidativo es 

concomitante con la fosforilación de tirosina en varios intermediarios de la vía de 

señalización IKK/NF-B  [Storz y cols, 2004]. Además, se ha demostrado que las ERO 

actúan como moléculas de señalización en células mesangiales cultivadas con alta 

concentración de glucosa [Ha y Lee, 2000] y se ha visto que estas células muestran un 

aumento en la cantidad de p65 en el núcleo y la traslocación de NF-B se aprecia desde 

los 30 minutos con un máximo a 1 hora, mientras que las mismas células tratadas con 

antioxidantes (pirrolidina ditiocarbamato, N-acetil-L-cisteina, difeniliodonio y rotenona) 

muestran una reducción efectiva en la activación de NF-B [Sheu y cols, 2004]. En otros 

experimentos con extractos nucleares de riñón de ratas inyectadas con lipopolisacárido 

(LPS), se realizó un ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) donde se 

detectó actividad de NF-B a 1, 3 y 6 horas después de la administración del LPS y se 

encontró que las proteínas presentes en el extracto fueron p50 y p65 [Pocock y cols, 

2003]. La activación de NF-B en el glomérulo fue sustentada adicionalmente por 

experimentos en los cuales se demostró la presencia de gran cantidad de proteína IkB 

fosforilada, es decir, inactiva [Pocock y cols, 2003]. Así mismo, se han encontrado 

evidencias de que los productos de la lipoperoxidación inducen la activación de NF-B. 

En un modelo de lipoperoxidación en células endoteliales de próstata YPEN-1, se 

detectó un incremento en la actividad de NF-B 1 hora después de la estimulación con 

HNE, continuó hasta 2 h y declinó a las 3 h después de la estimulación con HNE [Je y 

cols, 2004]. 

CÁNCER RENAL

El cáncer se ha convertido desde hace tiempo en un problema muy serio de salud 

pública en el mundo y, por supuesto, en nuestro país. Entre los tipos de cáncer menos 

estudiados está el cáncer renal, del cual, el carcinoma celular renal (CCR) es el más 

común. Hay cinco tipos principales de CCR, que se identifican mediante el examen del 



tumor bajo el microscopio: célula clara, papilar, cromófobo, de ducto colector y no 

clasificado [Brenner, 2000]. En la tabla 1 se muestran datos estadísticos del cáncer renal 

en México, obtenidos del compendio de cáncer del 2001 del registro histopatológico de 

neoplasias malignas de la Dirección General de Epidemiología de la Secretaría de Salud.



Tabla 1.- Datos de morbilidad y mortalidad de cáncer renal en México en 2001

Morbilidad

Hombres Mujeres Total

Casos Reg/hab1 Casos Reg/hab % Casos Reg/hab %

Cáncer Renal 872 1.7 2.2 705 1.4 1.1 1577 1.6 1.5

Todas las neoplasias 35 677 71.3 100 66 980 131.5 100 102 657 101.6 100

Datos obtenidos del compendio de cáncer 2001 de la Dirección General de Epidemiologia

1 Númro de casos registrados por 100 000 habitantes
2 Número de defunciones
3 Tasa por 100 000 habitantes

Mortalidad

Hombres Mujeres Total

Def % Tas 3 Def % Tasa Def % Tasa

Cáncer Renal 746 2.7 1.5 542 1.86 0.0 1289 2.29 1.3

Todas las noplasias 27 029 100 54 29 160 100 57.2 56 213 100 55.7



Nitrilotiacetato de hierro (FeNTA)

El modelo experimental de carcinogénesis renal más usado es el inducido por 

nitrilotriacetato de hierro (FeNTA). El nitrilotriacetato (NTA) es un ácido 

aminocarboxílico tribásico contaminante de agua, derivado de los detergentes

[Leibold y cols, 2002].  Funciona como agente quelante de calcio, magnesio, zinc y 

hierro para formar con este último al FeNTA, que es una molécula pequeña y de muy 

fácil absorción [Preece y cols, 1989], es nefrotóxico y promotor de tumores renales 

[Rahman y cols, 2003]. 

El FeNTA inyectado intraperitonealmente es absorbido en la vena portal a través del 

mesotelio y pasa a la circulación vía hepática [Singh y cols, 2003]. Debido a su bajo 

peso molecular, es fácilmente filtrado a través del glomérulo hacia el lumen de los 

túbulos proximales. En las células epiteliales del túbulo, el Fe3+NTA es reducido a 

Fe2+NTA por los productos de degradación del glutatión, cisteina y cisteinglicina 

[Preece y cols, 1989].

 Las ERO generadas por FeNTA en las células epiteliales del túbulo proximal, se 

obtienen vía reacción de Fenton-Haber Weiss (figura 3); también se generan, en las 

células del lado luminal del túbulo proximal, especies oxidantes de hierro como iones 

ferrilo (FeO+), cinéticamente equivalentes al radical hidroxilo (OH) [Singh y cols, 

2003]. 

Fe2+ + H2O2    Fe3+ + OH + -OH

  Fe3+ + O2
.-     Fe2+ + O2

H2O2 + O2
.-  .OH + -OH + O2

Figura 3.- Reacción de Fenton- Haber Weiss

Estas especies reactivas inducen alteraciones tisulares y disfunciones renales como 

incremento de la creatinina sérica y el nitrógeno de urea en suero [Singh y cols, 

2003], y conducen a un aumento en la peroxidación de lípidos con una disminución 

concomitante en el nivel de glutatión tisular y otros antioxidantes, así como a la 

alteración en el funcionamiento de las enzimas metabolizadoras de ERO [Rahman y 

cols, 2003] y a la formación de los productos oxidativos del DNA como la 8-

hidroxidesoxiguanosina (8-OH-dG) [Bahnemann y cols, 1998; Rahman y cols, 2003; 



Singh y cols, 2003; Toyokuni, 1996; Toyokuni y cols, 1990; 1994a; 1994b; 1995; 

1997; Uchida y cols, 1995; Umemura y cols, 1990] y de proteínas [Oberley, 2002].

Por otro lado, la administración crónica de FeNTA lleva al desarrollo de cáncer en el 

riñón. Los tumores renales inducidos por FeNTA en ratas, parecen ser la contraparte 

del CCR humano [Gago-Dominguez y cols, 2002; Li y cols, 1987]. Similar a lo que

ocurre en el cáncer humano de células renales, la incidencia de cáncer en ratas 

macho es dos veces mayor que en hembras [Deguchi y cols, 1995; Li y cols, 1987]. 

Una de las hipótesis para explicar la carcinogenicidad de FeNTA es la inducción del 

estrés oxidativo y la acumulación de proteínas detoxificadoras de ERO modificadas 

con productos de lipoperoxidación como HNE [Iqbal y cols, 1995; Rahman y cols, 

2003]. Se ha demostrado que la inducción de estrés oxidativo en el riñón de ratas 

tratadas con FeNTA activa a la ciclooxigenasa e incrementa la síntesis de 

prostaglandinas, las cuales tienen un papel importante en el desarrollo de la 

hiperplasia tisular [Rahman y cols, 2003]. Además, en el cáncer inducido por FeNTA 

hay evidencias que puntualizan a la lipoperoxidación en túbulos renales proximales 

como posible mecanismo de carcinogénesis renal para este modelo en roedores. Una 

de estas evidencias es que cuando se administra nitrilotriacetato de aluminio (Al-

NTA) a ratas, se producen en las células renales las mismas anormalidades 

histológicas (necrosis tubular proximal) pero sin la lipoperoxidación [Ebina y cols, 

1984 y 1986; Li y cols, 1987; Okada y cols, 1987] y las ratas no presentan tumores 

renales [Ebina y cols, 1984]. 

Por otra parte, algunos autores han demostrado que la administración de FeNTA 

induce la síntesis y actividad de la ornitina descarboxilasa (ODC) renal y hepática 

[Rahman y cols, 2003] y la síntesis de la quinona reductasa  [Kandil y cols, 2002], 

enzimas que se ha demostrado están involucradas en la proliferación de tumores y 

en la inactivación de ciertos carcinógenos, respectivamente, además de que se 

incrementa la incorporación de [3H] timidina al DNA [Rahman y cols, 2003].

Hasta ahora hay solo un artículo [Chen y cols, 2001] donde se demuestra una 

relación entre el FeNTA y el factor de transcripción NF-B que parece estar mediada, 

en parte, por el estrés oxidativo. En dicha publicación se reporta que en cultivos de 



células de túbulo proximal expuestas a 400 M de FeNTA, se indujo tanto la 

expresión del mensajero como la síntesis de la proteína sintasa de óxido nítrico 

inducible, lo cual correlacionó con un incremento en la actividad de unión de NF-B 

al DNA. Así mismo, se observó que en presencia de pirrolidina ditiocarbamato, un 

inhibidor de NF-B, estas alteraciones inducidas por FeNTA se previnieron. Entonces, 

el modelo de FeNTA es un modelo ya establecido pero poco caracterizado. Las 

evidencias apuntan a que el estrés oxidativo es responsable, al menos en parte, de 

su carcinogenicidad, pero no se conocen los mecanismos moleculares directamente 

involucrados en la malignización celular.

ANTIOXIDANTES Y CÁNCER

Como ya se mencionó anteriormente, cada vez son más las evidencias que 

relacionan al estrés oxidativo con enfermedades crónico-degenerativas como el 

cáncer. Por todas estas evidencias, se han hecho estudios utilizando diversos 

antioxidantes para prevenirlo e incluso combatirlo. Por ejemplo, se ha reportado que 

incrementando el consumo de selenio se disminuye el riesgo de desarrollar cáncer de 

próstata [Brooks y cols, 2001; Criqui y cols, 1991; Helzlsouer y cols, 2000; Li y cols, 

2004; Van den Brandt y cols, 2003; Yoshizawa y cols, 1998] y si se aumenta el 

consumo de folato en la dieta se disminuye el riesgo de desarrollar cáncer de colon 

[Giovannucci y cols, 1998; Glynn y cols, 1996; Kato y cols, 1999] y de seno [Zhang y 

cols 2003]. Se han probado también la melatonina, el resveratrol y el aceite de ajo, 

entre otros antioxidantes, encontrándose que disminuyen el daño al DNA, la 

lipoperoxidación y el abatimiento de antioxidantes celulares tanto in vivo [Okada, 

2003] como in vitro [Matos y cols, 2000], así como la incidencia de cáncer in vivo

causados por FeNTA. En el modelo experimental de FeNTA, experimentos con 

roedores mostraron que la vitamina E, un antioxidante natural importante [Zhang y 

cols, 1997], y el consumo de un extracto antioxidante del lirio blanco de agua [Khan 

N y Sultana S, 2005 a], inhiben los efectos inducidos por FeNTA como la 

lipoperoxidación, la formación de productos derivados de la oxidación del DNA, la 

generación de H2O2, la actividad renal de ODC y la síntesis de DNA, así como el 

desarrollo de cáncer en riñones. Por otra parte, después del tratamiento con 



melatonina, resveratrol o vitamina E también se observó la reducción de 8-oxo-7,8-

dihidro-2'-deoxiguanosina (oxo8dG) un marcador de daño oxidativo al DNA inducido 

por la administración de bromato de potasio, otro carcinógeno renal [Cadenas y 

Barja, 1999].

Históricamente se ha relacionado el consumo de frutas y vegetales con la salud. Se 

ha encontrado que algunas hortalizas como el brócoli, coles de Brucelas, col, coliflor, 

zanahoria, cebolla, tomate, espinaca, ajo y algunas bayas como el arándano, 

incluidas en la dieta humana, tienen gran contenido de antioxidantes, entre los 

cuales se distinguen los polifenoles de varios tipos [Blomhoff, 2005]. Además, se 

sabe que algunos antioxidantes y otros compuestos presentes en las plantas pueden 

mejorar la defensa endógena antioxidante a través de la inducción de algunas 

enzimas antioxidantes y del metabolismo de fase II, por ejemplo la gama-

glutamilcistein sintetasa [Blomhoff, 2005; Moskaug y cols, 2005]. Entonces, con una 

dieta rica en estos alimentos se asegura la ingestión de varios fotoquímicos fenólicos, 

lo que se ha visto que contribuye a reducir el riesgo de desarrollar enfermedades 

crónicas como el cáncer [Shahidi y cols, 1992; Umemura y cols, 1990].  

Polifenoles 

El interés por estos compuestos se debe, entre otras cosas, a su gran capacidad 

antioxidante y a los efectos que esto puede tener en la salud humana. Los 

polifenoles son compuestos secundarios del metabolismo de las plantas que surgen 

por dos vías principales: la vía del acetato y la del chiquimato, y varían desde 

moléculas simples, como el ácido fenólico hasta moléculas altamente polimerizadas 

como los taninos [Bravo 1998]. Se pueden dividir en 10 categorías principales entre 

las que se encuentran los flavonoides, que son los polifenoles más comunes en las 

plantas. Los flavonoides (incluyendo las proantocianidinas) poseen propiedades 

anticarcinogénicas, antivirales, antibacteriales, antiinflamatorias, antialérgicas y 

vasodilatadoras, y se cree que esto se debe, al menos en parte, a sus propiedades 

antioxiantes [Fine, 2000; Stoner y Mukhtar, 1995]. Se ha demostrado que las 

proantocianidinas (figura 4) reaccionan con el HO y otras ERO como el H2O2, inhiben 

la peroxidación de lípidos, la agregación de plaquetas, disminuyen la fragilidad y 

permeabilidad capilar, afectan sistemas enzimáticos que incluyen la fosfolipasa A2, la 



ciclooxigenasa y la lipooxigenasa [Fine, 2000], quelan moléculas de hierro libre, 

inhiben enzimas como hialuronidasa, elastasa y colagenasa, que pueden degradar 

estructuras del tejido conectivo, e inhiben no-competitivamente a la xantina oxidasa 

que es un generador importante de radicales libres [Murray y Pizzorno, 1999]. 

Figura 4 Estructura química general de las proantocianidinas o taninos condensados [Fine 2000].

Así mismo, se ha propuesto que la efectividad de los compuestos fenólicos depende, 

en parte, de su reacción con los radicales peroxilo y de la estabilización del radical 

fenoxilo, formados en las reacciones de lipoperoxidación, (figura 5) [Khan y cols, 

2004]. 

AH + L      A + LH

AH + LOO      A + LOO

AH + LO     A + LOH

A+ LOO     LOOA

A  + LO      LOA

Figura 5. Participación de antioxidantes en la peroxidación lipídica. Donde, AH= antioxidante, L = 
radical lípido, LO = radical fenoxilo, LOO = radical peroxilo.
Arándano 

El arándano (Vaccinium macrocarpon) es una de las frutas nativas de Norteamérica. 

La fruta madura se usó por los nativos americanos para el tratamiento de malestares 

de vejiga y riñón. Los inmigrantes ingleses llamaron a la fruta “craneberry” porque el 

tallo y la flor se parecían a la cabeza, cuello y pico de una grulla. Las aplicaciones 

terapéuticas de los arándanos, incluyendo el alivio de malestares estomacales como 

vómito, pérdida de apetito y escorbuto, están documentadas desde el siglo XVII. Así 

mismo, antes de la aparición de los antibióticos, el arándano se empleó como un 

tratamiento popular contra las infecciones del tracto urinario [Lynch, 2004]. 



Actualmente se ha demostrado que el arándano previene la adhesión bacteriana de 

Escherichia coli en infecciones del tracto urinario y en úlceras estomacales [Burger y 

cols, 2000], protege contra oxidación de lipoproteínas [Wilson y cols, 1998], reduce 

el colesterol en circulación [Reed y cols, 2001] y exhibe actividad anticancerígena in 

vitro [Bomser y cols, 1996]. Muchos de estos efectos biológicos se han atribuido o 

relacionado con un alto contenido y una amplia variedad de compuestos 

antioxidantes en la fruta [Foo y cols, 2000],  incluyendo antocianidinas, 

proantocianidinas (taninos condensados), flavonol glucósidos, ácidos fenólicos de 

bajo peso molecular y ácidos orgánicos [Seeram y cols, 2004; Vinson y cols, 2001]. 

En un estudio comparativo con  frutas como manzana, uva roja, durazno, piña, 

plátano, pera, limón y naranja, se reportó que el arándano presenta el más alto 

contenido de compuestos fenólicos (tabla 2). Además, el arándano tiene la actividad 

antioxidante más alta y el mayor efecto inhibitorio de la proliferación en células Hep-

G2 de cáncer de hígado humano [Sun y cols, 2002]. Así mismo se ha demostrado 

que el jugo de arándano atrapa radicales de oxigeno como el radical anión 

superóxido (O2
  ), HO, otras ERO como H2O2 y singulete de oxígeno (1O2) [Wang y 

Jiao, 2000]. Bomser y cols en 1996 y Kandil y cols en 2002, reportaron que los 

extractos de las especies de Vaccinium, ricos en proantocianidinas y que contienen 

otros flavonoides, son capaces de inhibir la inducción de la ODC.

Tabla 2.- Contenido fenólico en diferentes frutas.

Fruta Contenido fenólico soluble 
(mg/100 g)

Arándano 507.0
Manzana 272.1
Uva roja 182.0

Fresa 147.8
Limón 66.3

Durazno 65.3
Naranja 56.8
Plátano 56.1

Pera 53.6
Piña 40.4

Expresado como mg de equivalentes de ácido gálico /100 g de fruta fresca



También se han reportado propiedades antiangiogénicas [Roy y cols, 2002] y 

antiproliferativas de las especies de Vaccinium, particularmente de arándano 

[Seeram y cols, 2004]. Como bien se sabe, todos estos son eventos íntimamente 

relacionados con el desarrollo de cáncer por lo que en el presente trabajo se 

consideró de gran interés investigar si todas o alguna de estas propiedades 

atribuídas al arándano tienen influencia en el modelo de daño agudo inducido por 

FeNTA.



JUSTIFICACIÓN

Durante la exposición a FeNTA, que es el modelo experimental más usado de 

carcinogénesis renal, se producen grandes cantidades de especies oxidativas que 

parecen ser responsables, al menos en parte, de la carcinogenicidad de este compuesto. 

El cáncer renal es poco estudiado y su diagnóstico es difícil en etapas tempranas, por lo 

que estudios que lleven a su prevención adquieren gran importancia. En este trabajo se 

consideró de interés determinar si, utilizando alimentos que formen parte de la dieta 

humana, es posible proteger contra la generación del estrés oxidativo inducido por 

FeNTA y algunas de sus consecuencias tempranas. Se eligió el arándano debido a que 

presenta una gran cantidad de compuestos antioxidantes y acciones benéficas 

específicamente en el tracto urinario. Se propuso estudiar los efectos del jugo 

concentrado de arándano tanto in vivo como in vitro, con la finalidad de evaluar bajo 

diferentes condiciones su efecto sobre el daño inducido por FeNTA, y así tratar de 

entender los mecanismos moleculares involucrados en la carcinogenicidad de este 

compuesto. Más aún, se investigó si este carcinógeno modifica la activación de factores 

de transcripción potencialmente oncogénicos y sensibles a regulación redox como el NF-

B, y si el arándano es capaz de evitar dicha modificación.



HIPÓTESIS

El arándano, por sus propiedades antioxidantes, puede prevenir el daño oxidativo y 

reducir las alteraciones probablemente involucradas en el desarrollo de cáncer inducidas 

por nitrilotriacetato de hierro en riñón de rata y células renales en cultivo.

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto del tratamiento con un jugo concentrado de arándano sobre el daño 

oxidativo y alteraciones que podrían llevar al desarrollo de cáncer renal inducido por 

nitrilotriacetato de hierro en riñón de rata y en células renales en cultivo.

PARTICULARES

In vivo

 Establecer en el laboratorio el modelo de roedores tratados con nitrilotriacetato de 

hierro (FeNTA).

 Determinar el daño oxidativo a proteínas y a lípidos (como factor de riesgo a 

carcinogénesis) inducido por nitrilotriacetato de hierro (FeNTA) y si el jugo 

concentrado de arándano puede prevenirlo.

 Medir la generación de H2O2 por ser una de las ERO más claramente relacionada con 

el cáncer, y si el tratamiento con jugo concentrado de arándano tiene algún efecto.

In vitro

 Establecer en el laboratorio el modelo de células renales (LLC-PK1) en cultivo tratadas 

con nitrilotriacetato de hierro (FeNTA).

 Determinar el daño oxidativo a proteínas y a lípidos inducido por FeNTA y si el 

arándano puede prevenirlo.



 Probar si el FeNTA induce la capacidad crecimiento independiente de adhesión de las 

células LLC-PK1 y si el jugo concentrado de arándano es capaz de disminuir o evitar 

este efecto.

 Determinar si la actividad del factor de transcripción NF-B, el cual, se ha demostrado 

que responde al estrés oxidativo y que está involucrado en la señalización 

intracelular en procesos de carcinogénesis y metástasis, se modifica por la 

exposición a este carcinógeno renal y si el arándano protege contra esta 

modificación.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Materiales

El jugo concentrado (6.6 veces) de arándano, que es la materia prima con que se 

preparan los jugos comerciales, fue generosamente donado por Ocean Spray 

Cranberries, Inc. (Lakeville-Middleboro, MA, EUA). La sal de sodio del ácido 

nitrilotriacético (C6H7NO6Na2), el nitrato de hierro (Fe(NO3)3), reactivo de Folin & 

Ciocalteu’s phenol, albúmina sérica bovina (ASB), el naranja de xilenol, el hidroxitolueno 

butilado (BHT), la leupeptina, la pepstatina A, la aproptinina, la 2,4-dinitrofenilhidracina 

(DNPH), el sulfato de estreptomicina, la guanidina, el 1,1,3,3 tetrametoxipropano, el 

tris-HCl, el 1-metil-2-fenilindol, el acetonitrilo, el fosfato monobásico de potasio 

(KH2PO4), la acrilamida, la metilenbisacrilamida, el persulfato de amonio, el TEMED, el 

cloruro de magnesio (MgCl2), el ditiotreitol (DTT), el fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), 

el HEPES, el glicerol, el tris-base, el ácido bórico, el cloruro de sodio (NaCl) y el cloruro 

de potasio (KCl) se obtuvieron de Sigma Chamical Co. (St Louis, MO, EUA). El carbonato 

de sodio (Na2CO3), el fosfato monobásico (NaH2PO4) y dibásico (Na2HPO4) de sodio, el 

hidróxido de sodio (NaOH), el sulfato de cobre (CuSO4), el sulfato ferroso amoniacal 

(Fe(NH4)2(SO4)2), el metanol, el etanol, el ácido sulfúrico (H2SO4), el ácido clorhídrico 

(HCl), el EDTA-Na2, el acetato de etilo, el ácido tricloroacético y el acetonitrilo se 

compraron a JT Baker, México. El tartrato de sodio y potasio (KNaC4H4) fue de la marca 

Mallincckrodt. Los anticuerpos que se emplearon en el imnunoensayo tipo western blot 

contra actina e IB fueron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EUA). El 

suero fetal de bovino (SFB), la tripsina-EDTA (0.05 % tripsina, 0.53 mM EDTA(4Na), el 

medio de Dulbecco modificado por Eagle (D-MEM) y el coctel de antibióticos (penicilina 

estreptomicina y neomicina) fueron de la marca Gibco Invitrogen Corp. El agar 

bacteriológico (bacto agar) fue de la marca DIFCO (Sparks, MD, EUA). El poly(dI-

dC)(poly(dI-dC) se compró a Amersham Biosciences Corp. (Piscataway. NJ, EUA). El 

oligonucleótido biotinilado se compró a Panomics Inc. (Redwood City, CA, EUA). El 

estuche para el ensayo quimioluminiscente de cambio de movilidad electroforética 

(EMSA) se adquirió de Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL, EUA). La película 
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radiográfica fue de la marca Kodak, placa azul de rayos X para propósitos médicos 

generales. El oligonucleótido de doble cadena marcado con fósforo-32 que se empleó en 

los ensayos de EMSA fue generosamente proporcionado por el Doctor Alejandro Zentella 

Dehesa. 

Material biológico

Para los estudios in vivo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 

aproximadamente 250 g de peso obtenidas de Harlan México, las cuales se mantuvieron 

en el bioterio de la Facultad de Química durante el tiempo del estudio en cajas de 

acrílico con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h (6:00 am – 6:00 pm). Los 

animales se alimentaron con una dieta estándar y agua ad libitum.

Para los estudios in vitro se utilizaron células de la línea LLC-PK1 de epitelio de túbulo 

proximal renal de cerdo, obtenidas de la American Type Culture Collection, donadas por 

el Doctor Marco A Velasco Velázquez.

Diseño experimental

- Estudios in vivo

En términos generales el diseño experimental fue el siguiente:

Se formaron cuatro grupos experimentales cada uno con 5-7 ratas, las cuales se 

pesaron antes y durante cada protocolo. La preparación de las soluciones de FeNTA y 

de JCA administradas se describe en el anexo 1. De los cuatro grupos de animales dos 

se pretrataron con jugo concentrado de arándano (JCA) diez o quince días previos al 

tratamiento con FeNTA. Los animales se sacrificaron por decapitación luego del 

correspondiente tratamiento con el vehículo (bicarbonato de sodio 0.5 M, pH 7.4) o con 

el carcinógeno (FeNTA). Las condiciones específicas se describen más adelante en cada 

protocolo. Se obtuvieron los riñones y se separó la corteza. Se homogenizaron 300 mg 

de corteza en amortiguador de fosfatos, se congelaron y se almacenaron a -80C hasta 

su uso para la determinación de lipoperoxidación. Así mismo, se homogenizaron 100 mg 

de corteza en amortiguador de fosfatos, se centrifugó y el sobrenadante se congeló y se 

almacenó a -80C hasta su uso para la determinación de H2O2. El resto de la corteza se 
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congeló rápidamente en nitrógeno líquido y almacenó a -80C hasta su uso para la 

determinación de proteínas oxidadas. 

Se realizaron dos protocolos para determinar las condiciones ideales de tratamiento con 

FeNTA donde se generara el mayor estrés oxidativo medido como el daño oxidativo a 

proteínas (contenido de grupos carbonilo) y/o a lípidos (concentración de 

malondialdehído MDA) y la producción de H2O2.

I. Estandarización de la dosis y tiempo de tratamiento con FeNTA.

Grupos: 

1) Control. 

2) FeNTA 10 mg Fe3+/kg peso corporal. Sacrificio 1 h.

3) FeNTA 10 mg Fe3+/kg peso corporal. Sacrificio 3 h.

4) FeNTA 15 mg Fe3+/kg peso corporal. Sacrificio 1 h.

5) FeNTA 15 mg Fe3+/kg peso corporal. Sacrificio 3 h.

II. Curso temporal con FeNTA 15 mg Fe3+/kg peso corporal.

Grupos:

1) Control.

2) FeNTA 1 h.

3) FeNTA 3 h.

4) FeNTA 6 h.

5) FeNTA 9 h

El FeNTA se administró (i.p.) al tiempo cero y las ratas se sacrificaron según el tiempo 

correspondiente a su grupo. 

Una vez determinadas las condiciones de estudio (dosis de FeNTA y tiempo de 

tratamiento) se llevaron a cabo los siguientes protocolos experimentales.
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Protocolo 1. Efecto de la administración de jugo concentrado de arándano sobre 

alteraciones producidas por FeNTA.

Las ratas se dividieron en cuatro grupos: 1) Control, se le administró por vía 

intraperitoneal (i.p.) vehículo y por vía intragástrica (i.g.) agua; 2) JCA, se le administró 

por vía i.p. vehículo y por vía i.g. jugo concentrado de arándano (JCA); 3) FeNTA, se le 

administró por vía i.p. FeNTA y por vía i.g. agua; 4) JCA + FeNTA, se les administró por 

vía i.p. FeNTA y por vía i.g. JCA. 

La administración de agua o JCA en una dosis de 2 mL/kg de peso corporal/24 h fue 

durante diez días previos a la administración de FeNTA. La determinación de la dosis de 

JCA se describe en el anexo 1. El FeNTA se administró una sola vez en una dosis de 15 

mg Fe3+/kg de peso y las ratas se sacrificaron 1 hora después de la inyección. 

Protocolo 2. Efecto del aumento de la dosis y tiempo de administración de JCA sobre 

alteraciones producidas por FeNTA.

Se estudiaron los mismos grupos que en el protocolo anterior pero la  administración de 

agua o JCA en una dosis de 5 mL/kg de peso corporal/ 24 h durante quince días previos 

a la administración de FeNTA. La dosis de FeNTA y el tiempo de sacrificio también 

fueron iguales. 

En ambos protocolos experimentales se determinó el daño oxidativo a proteínas 

(contenido de grupos carbonilo) y a lípidos (concentración de malondialdeído MDA) y la 

producción de H2O2 en corteza renal.

- Estudios in vitro

La dosis de FeNTA (500 M) y el tiempo óptimo (48 h) de tratamiento de las células 

LLC-PK1 se determinaron previamente, en el laboratorio del Doctor Velasco mediante 

curvas de dosis y tiempo-respuesta. Los parámetros que se midieron para decidir la 

dosis y tiempo óptimos de tratamiento fueron el número y la proliferación celular, ya 

que si éstos se modifican significa que el tratamiento con FeNTA sí tiene efectos en el 

metabolismo normal de las células, por ejemplo, el aumento en la incorporación de 5-
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bromo-2-desoxiuridina (BrdU) indica que está aumentada división celular. Así mismo, 

previamente se determinó también la concentración subtóxica de arándano (dilución 

final en el medio de cultivo, 1:180) en la que los cultivos celulares no sufrían ninguna 

alteración. 

Con base en estos experimentos se diseñó el siguiente protocolo experimental: Las 

células LLC-PK1 se cultivaron en cajas de Petri de 100 mm de diámetro y con medio de 

cultivo Dulbecco modificado por Eagle (D-MEM) suplementado con 10 % de suero fetal 

de bovino (SFB). El tratamiento se inició con cultivos 80-90 % confluentes y se dejó 

durante 48 h. Se trabajó con los siguientes grupos de células: 1) Control (C), tratadas 

solo con medio de cultivo D-MEM; 2) JCA, tratadas con JCA en medio D-MEM; 3) FeNTA, 

tratadas con FeNTA en medio D-MEM; 4) JCA + FeNTA, tratadas simultáneamente con 

JCA y FeNTA en medio D-MEM. Todas las soluciones administradas a los cultivos se 

filtraron previamente con membranas de nitrocelulosa con tamaño de poro de 0.22 m. 

El FeNTA se disolvió en amortiguador de fosfatos y solución salina (PBS), se ajustó el pH 

a 7.4 con bicarbonato de sodio en polvo y se administró en el medio D-MEM a una 

concentración final de 500 M en un volumen final de 8 mL. El JCA se diluyó 1:180 

veces con medio de cultivo D-MEM en un volumen final de 8 mL. Se probó previamente 

que estas condiciones ejercieran el efecto esperado en este sistema con cajas de 100 

mm de diámetro. La preparación detallada del FeNTA y el JCA con el que se trataron los 

cultivos se describe en el anexo 1. Al término de las 48 h de tratamiento, se cosecharon 

las células con tripsina-EDTA. Se realizó este esquema para cada determinación (daño 

oxidativo a proteínas y a lípidos, crecimiento independiente de adhesión, y activación de 

NF-B por niveles de IB en proteína citoplásmica y EMSA en la fracción de proteína 

nuclear. Para evaluar el crecimiento independiente de adhesión, las células cosechadas 

se embebieron en agar al 0.3 %, se transfirieron a un sistema de placas recubiertas con 

agar al 8 % y se observó su comportamiento durante 19 días. Las técnicas detalladas se 

describen en el anexo 2.
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DETERMINACIONES

La descripción paso a paso de cada una de las técnicas se encuentra en el anexo 2

Daño oxidativo a proteínas (in vivo e in vitro) 

- Contenido de grupos carbonilo

Una alternativa para evidenciar la presencia de estrés oxidativo es medir los productos 

estables finales de las reacciones oxidativas, ejemplo de ello son los grupos carbonilo 

(C=O) que se originan por acción de las ERO sobre las proteínas convirtiendo algunos 

aminoácidos (leucina, valina, lisina, arginina, prolina, treonina e isoleucina) en derivados 

carbonilo. Además, los grupos carbonilo también son productos de reacciones de 

rompimiento de enlaces peptídicos, e incluso de la interacción de los residuos de 

aminoácidos con productos de lipoperoxidación como el 4-hidroxinonenal o el MDA. Esta 

determinación se llevó a cabo basándose en la reactividad de los grupos carbonilo con 

dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas de proteína, las cuales absorben la 

luz a 370 nm. En las mismas muestras se determinó el contenido de proteínas por 

absorción a 280 nm para expresar el contenido de grupos carbonilo en nmol/mg 

proteína.

DNPH + Proteína carbonilada        Hidrazona de proteína (370 nm)

Daño oxidativo a lípidos (in vivo e in vitro)

- Concentración de malondialdehído (MDA)

Uno de los marcadores clásicos de estrés oxidativo es la determinación de subproductos 

de la peroxidación de lípidos. Estos subproductos pueden atacar directamente al DNA y 

a proteínas y llevar finalmente a la pérdida de la función e integridad de las membranas. 

El MDA es uno de los productos derivados de la peroxidación de ácidos grasos 

poliinsaturados y ésteres relacionados. Esta determinación se llevó a cabo con un 

método colorimétrico específico para MDA en el que esta molécula reacciona con N-

metil-2-fenilindol en medio ácido a 45°C, lo que genera un compuesto colorido que 

absorbe a 586 nm. En las mismas muestras se determinó el contenido de proteínas 
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totales por el método de Lowry para expresar la cantidad de MDA en nmol/mg proteína.

    MDA              N-metil-2-fenilindol                              (586 nm)

Generación de peróxido de oxígeno H2O2 (in vivo)

Esta determinación se llevó a cabo por el método de FOX que está basado en la 

oxidación de Fe2+ a Fe3+ por el peróxido de hidrógeno en condiciones ácidas (Ec 1). El 

ión férrico se une con el naranja de xilenol (3,3’-bis[N,N-di(carboximetil)-aminometil]-o-

cresolsulfona-fenoftaleína, sal sódica) para formar un complejo estable colorido que se 

puede medir a 560 nm (Ec 2)

Fe2+ + H2O2         Fe3+ + OH + OH   (Ec 1)

Fe3+ + XO             Fe3+--HO    (Ec 2)

Donde: XO = naranja de xilenol;  Fe3+--HO = complejo colorido

Activación del factor de transcripción NF-B (in vitro)

- Ensayo de cambio de movilidad electroforética

La interacción de proteínas con el DNA es el punto central para el control de muchos 

procesos celulares incluyendo la replicación, la recombinación, la reparación y la 

transcripción del DNA. Una técnica básica para estudiar la activación de factores de 

transcripción es el ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas 

en inglés). El EMSA está basado en la observación de que el complejo estable proteína-

DNA migra más lentamente que fragmentos libres de DNA a través de geles de 

poliacrilamida. La evaluación de la activación de NF-B se realizó mediante este ensayo, 

ya que este factor tiene la capacidad de unirse con una secuencia específica de DNA 

sólo cuando está activo. La secuencia consenso del oligonucleótido de doble cadena, 

marcado radiactivamente o biotinilado, al cual se une NF-B y que se utilizó en el 
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presente trabajo es 5’-AGTTGAGG GGACTTTCCCAGGC-3’ [Chan y Murphy, 2003].

- Inmunoensayo tipo Western blot

Dado que el inhibidor IB normalmente mantiene secuestrado e inactivo al factor NF-B 

en el citoplasma, un método indirecto para medir su activación, es determinar si está 

presente IB en extractos de proteínas citoplásmicas.

Capacidad de proliferación en ausencia de adhesión (in vitro)

Uno de los indicadores de transformación celular es la capacidad de crecer 

independiente de contacto célula-célula y/o célula-matriz. El ensayo se basa en retar a 

la célula, después de un tratamiento, a crecer y formar colonias sobre un sustrato semi-

sólido como el agar suave (concentración de 0.3-0.4 %). Las células de la línea LLC-PK1 

que se emplearon para los estudios in vitro necesitan estar adheridas a un sustrato 

sólido para crecer, por lo tanto si son capaces de proliferar después de algún 

tratamiento en condiciones de poca adherencia como las que ofrece la matriz de agar, 

esto dará cuenta de que las células sufrieron una transformación.

ESTADÍSTICA

Los datos se analizaron por análisis de varianza de una vía (ANOVA). Posteriormente se 

utilizó la prueba de Newman-Keuls para determinar las diferencias significativas entre 

los grupos. Un valor de p<0.05 se consideró significativo.
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RESULTADOS

I. Estandarización de la dosis y tiempo de tratamiento con FeNTA

Para montar las condiciones de tratamiento con FeNTA decidimos llevar a cabo el 

siguiente protocolo. Se trataron 11 ratas con FeNTA a dosis de 10 y 15 mg Fe3+/kg de 

peso corporal durante una y tres horas. Después de este tiempo las ratas se sacrificaron 

y se obtuvieron las muestras de tejido renal para la determinación del daño oxidativo a 

proteínas.  La proteína total se trató con 2,4-Dinitrofenilhidracina para detectar los 

grupos carbonilo. Se observó que el mayor contenido de grupos carbonilo se detectó en 

los grupos tratados con FeNTA 10 mg Fe3+/kg de peso corporal durante 3 h y con 

FeNTA 15 mg Fe3+/kg de peso corporal durante 1 h. Además, se encontró diferencia 

significativa entre los grupos FeNTA 10 y 15 mg Fe3+/kg de peso corporal tratados 

durante 1 h siendo mayor el valor en este último grupo (figura 6).
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Figura 6.- Efecto de la administración de FeNTA a diferentes concentraciones y tiempos sobre la oxidación 
de proteínas renales medida como contenido de grupos carbonilo. Cada barra representa la media ± ES. 
El número de datos analizados (n) está en la base de cada columna.  * p<0.05

II. Curso temporal con FeNTA 15 mg Fe3+/kg peso corporal. 

Se llevó a cabo un segundo experimento, sacrificando a los animales a diferentes 

tiempos después de la administración del carcinógeno, con la finalidad de encontrar el 

tiempo en que se detecta la mayor cantidad de proteínas oxidadas, MDA y H2O2. En esta 
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prueba se utilizó FeNTA a dosis de 15 mg Fe3+/kg de peso corporal y el sacrificio de las 

ratas ocurrió entre 1 y 9 horas después de la administración del carcinógeno. 

En la figura 7 A se observa que el daño oxidativo a proteínas aumentó más de tres 

veces respecto al control una hora después de la inyección del carcinógeno, siendo este 

el valor más alto de todos. Después de tres horas el valor disminuyó, aunque nunca 

regresó al nivel basal. En la figura 7 B es evidente el incremento del daño oxidativo a 

lípidos en el grupo de 1 h, mientras que ninguno de los otros grupos (3, 6 y 9 h) fue 

significativamente diferente del control. El H2O2 solo se detectó en el grupo de 1 h 

(figura 7 C). Estos resultados en conjunto muestran una coincidencia en los tres 

marcadores de estrés oxidativo, detectándose el mayor daño después de 1 h de la 

administración del FeNTA. 
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Figura 7.- Efecto de la administración de FeNTA (15 mg Fe3+/kg de peso corporal) a diferentes tiempos 
sobre: A la oxidación de proteínas, B la lipoperoxidación y C el contenido de peróxido de hidrógeno renal. 
Cada barra representa la media + ES. Las columnas con letras diferentes presentan diferencias 
significativas. El número de datos analizados (n) está en la base de cada columna.

Estos resultados indican que el mayor estrés oxidativo se presentó una hora después de 

inyectar a las ratas con el carcinógeno a una dosis de 15 mg de Fe3+/kg de peso 
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corporal. Con base en esto se decidió utilizar estas condiciones en los experimentos 

subsecuentes.

TRATAMIENTOS CON ARÁNDANO Y FeNTA IN VIVO

Protocolo 1. Efecto de la administración de jugo concentrado de arándano sobre 

alteraciones producidas por FeNTA.

Este protocolo se llevó a cabo con el tiempo de sacrificio (1 h) y dosis de FeNTA 

(administración ip única de 15 mg Fe3+/kg de peso corporal) determinados en las 

pruebas piloto. La dosis del JCA fue de 2 mL/kg de peso corporal/24 h durante 10 días 

vía intragástrica. En la figura 8 se muestra el peso corporal de los animales a lo largo 

del estudio. En ningún día se encontró diferencia significativa entre los pesos de los 

diferentes grupos. 
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Figura 8.- Peso corporal de las ratas de los grupos estudiados durante 10 días que fue el periodo de 
administración del antioxidante a una dosis de 2 mL/kg de peso corporal/24 h (grupos JCA y JCA + 
FeNTA) o agua (grupos Control y FeNTA). Cada punto representa la media + ES. Control n=5, JCA n=6, 
FeNTA n=6, JCA+FeNTA n=7

En la determinación de grupos carbonilo no hubo diferencia estadística entre los grupos 

Control y JCA, mientras que aumentó significativamente en los grupos FeNTA y JCA + 

FeNTA, siendo mayor el último (figura 9 A). En la figura 9 B se muestra el daño 
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oxidativo a lípidos, donde se puede ver que los valores de los grupos Control y JCA son 

iguales, y que la concentración de malondialdehído aumentó en los grupos FeNTA y JCA 

+ FeNTA teniendo valores similares entre ellos. El contenido renal de H2O2 (figura 9 C) 

mostró un comportamiento similar a la oxidación de lípidos: no hubo diferencias entre 

los grupos Control y JCA, y aumentó significativamente y de manera similar en los 

grupos FeNTA y JCA + FeNTA. Estos resultados indican que el JCA en la dosis y el 

tiempo empleados (2 mL/kg de peso corporal/24 h durante 10 días), no ofreció 

protección contra la oxidación de proteínas y de lípidos, ni contra el aumento en el 

contenido renal de H2O2, incluso exacerba el daño a proteínas. Dados estos resultados 

se decidió realizar otro protocolo aumentando la dosis y el tiempo de exposición al 

antioxidante, con la finalidad de investigar si la oxidación de proteínas observada era 

dependiente de la dosis y tiempo de tratamiento con el JCA y si había algún efecto 

sobre la oxidación de lípidos y la producción de H2O2.
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Figura 9.- Efecto del pretratamiento con JCA (2 mL/Kg de peso corporal/24 h) durante 10 días y la 
administración de FeNTA (15mg Fe3+/Kg peso) sobre: A la oxidación de proteínas, B la lipoperoxidación y 
C el contenido renal de peróxido de hidrógeno renal. Cada barra representa la media + ES. Las columnas 
con letras diferentes presentan diferencias significativas. El número de datos analizados (n) está en la 
base de cada columna.
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Protocolo 2. Efecto del aumento de la dosis y tiempo de administración de JCA sobre 

alteraciones producidas por FeNTA.

Dados los resultados del protocolo anterior, se montó un nuevo experimento con 24 

ratas, de las cuales 13 se trataron con JCA y el resto con agua durante 15 días a una 

dosis de 5 mL/kg de peso corporal/24 h.

En la figura 10 se presenta el peso corporal de los animales durante el estudio. No hubo 

diferencia significativa entre los pesos de los diferentes grupos. En la determinación del 

daño oxidativo a las proteínas que se muestra en la figura 11 A, se puede observar que 

no hubo diferencias en el contenido de grupos carbonilo de los grupos Control y JCA, 

mientras que aumentó significativamente en los grupos FeNTA y JCA + FeNTA, siendo 

mayor el aumento en este último. En la figura 11 B se muestra el daño oxidativo a 

lípidos, en el cual no hubo diferencia entre los grupos Control y JCA, mientras que 

aumentó el contenido de MDA en el grupo FeNTA y se observó una protección parcial en 

el grupo pretratado con JCA (JCA + FeNTA). En la determinación de H2O2 (figura 11 C) 

se observó un comportamiento similar a la oxidación de proteínas, es decir no hubo 

diferencia entre el grupo Control y JCA, y aumentó significativamente en los grupos 

FeNTA y JCA + FeNTA, siendo mayor el aumento en este último grupo. 

Figura 10.- Peso corporal de las ratas de los grupos estudiados durante 15 días que fue el periodo de 
administración del antioxidante a una dosis de 5 mL/kg de peso corporal/24 h (grupos JCA y JCA + 
FeNTA) o agua (grupos Control y FeNTA). Cada punto representa la media + ES. Control n=5, JCA n=6, 
FeNTA n=6, JCA+FeNTA n=7
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Figura 11.- Efecto del pretratamiento con arándano (5 mL/kg de peso corporal/24 h) durante 15 días y la 
administración de FeNTA (15 mg Fe3+/kg de peso corporal) sobre: A la oxidación de proteínas, B la 
lipoperoxidación y C el contenido de peróxido de hidrógeno renal. Cada barra representa la media + ES. 
Las columnas con letras diferentes presentan diferencias significativas. El número de datos analizados (n) 
está en la base de cada columna.

En resumen, respecto al daño oxidativo a lípidos, únicamente en el protocolo 2 (con 

dosis y tiempo de tratamiento con JCA mayores) se observó una protección parcial, 

encontrándose una disminución del daño de un 30.6 %. Esto podría indicar una relación 
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dosis-respuesta en la protección contra la lipoperoxidación. Sin embargo, el daño 

oxidativo a proteínas se exacerbó de manera similar en el grupo JCA + FeNTA en ambos 

protocolos. La producción de H2O2 solo se exacerbó en el protocolo 2. En ningún caso, 

el arándano per se (grupo JCA) alteró los valores de los parámetros estudiados, lo cual 

sugiere que bajo las condiciones estudiadas los componentes del arándano pueden 

ejercer cierto papel pro-oxidante cuando están en contacto en el FeNTA.

TRATAMIENTOS CON ARÁNDANO Y FeNTA IN VITRO

Estos protocolos se realizaron con la concentración sub tóxica de JCA (dilución 1:180) y 

la concentración efectiva (500 M) y tiempo óptimo (48 h) de exposición a FeNTA 

determinados en las curvas dosis y tiempo-respuesta realizadas previamente en el 

laboratorio en micro placas de titulación (datos no mostrados). 

- Daño oxidativo a proteínas

Para poder evaluar el daño oxidativo a proteínas in vitro fue necesario ajustar el número 

de células requerido para ser detectado por la técnica a seguir. Se utilizaron diferentes 

cantidades de células sin tratamiento y se encontró que con 4*103 células/L se obtuvo 

una cantidad de proteína insuficiente para la detección de carbonilos y que con 1.6*104

células/L se obtuvo la cantidad de proteína total mínima requerida para la detección de 

residuos carbonilados (figura 12).
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Figura 12.- Estandarización de la técnica para determinar el contenido de carbonilos in vitro. A
determinación de proteína total en diferentes cantidades de células. B determinación del contenido de 
carbonilos en homogenado de tejido renal de ratas control (La barra representa la media + ES) y de 
4*103 y 1.6*104 células/L LLC-PK1. El número de muestras (n) está en la base de cada columna.

Se probaron la concentración y el tiempo determinados previamente para analizar el 

comportamiento del estrés oxidativo en el nuevo sistema con cajas de Petri de 100 mm. 

Se realizó un curso temporal durante 0, 12, 24, 48 y 72 h con 5*106 células tratadas con 

FeNTA 500 M en 16 mL de medio D-MEM suplementado con 10 % de suero fetal de 

bovino (SFB). Los resultados se muestran en la figura 13, donde se ve que el contenido 

de grupos carbonilo aumentó desde las 48 h y fue más alto a las 72 horas, aunque a 

este último tiempo más del 90 % de las células estaban muertas o muy deterioradas y 

no sabemos exactamente si el aumento es resultado del tratamiento o de un estrés 

adicional generado por el proceso de la muerte celular. Por lo tanto, se estableció 48 h 

como tiempo de tratamiento en el que se genera estrés oxidativo.
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Figura 13.- Efecto del tratamiento con FeNTA 500 M sobre el contenido de grupos carbonilo en 5*106

células LLC-PK1 a diferentes tiempos. Cada barra representa la media + ES. El número de muestras (n) 
está en la base de cada columna.

Las condiciones en que se realizaron los siguientes protocolos entonces fueron: JCA a 

una dilución final 1:180 y FeNTA a una concentración final de 500 M en 8 mL de medio 

D-MEM suplementado con 10 % de SFB. En la figura 14 está representado el promedio 

del contenido de grupos carbonilo obtenido de 8 experimentos independientes; aquí se 

observa que los valores de los grupos Control y JCA fueron similares, que hubo un 

aumento significativo en el grupo tratado con FeNTA y que hubo una disminución a 

valores similares a los del grupo Control en las células que se trataron simultáneamente 

con antioxidante y carcinógeno (JCA + FeNTA), es decir, se observó una protección total 

contra el daño oxidativo a proteínas.
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Figura 14.- Efecto del tratamiento con arándano (dilución final 1:180) y la administración simultánea de 
FeNTA (500 M) sobre la oxidación de proteínas en 5*106 células LLC-PK1. Volumen de medio 8 mL. Cada 
barra representa la media + ES. Las columnas con letras diferentes presentan diferencias significativas. El 
número de muestras (n) está en la base de cada columna.
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- Daño oxidativo a lípidos 

Para realizar la cuantificación de lipoperoxidación primero se determinó la cantidad 

necesaria de células sin tratamiento para detectar la concentración basal de MDA, 

siendo 1*107 células suficientes para la técnica utilizada. Estos resultados se muestran 

en la figura 15. Establecido esto se realizaron los protocolos y el contenido de MDA en 

las células de cada grupo experimental se muestra en la figura 16, donde se ve 

claramente que el tratamiento con FeNTA incrementó la lipoperoxidación 

significativamente y que el JCA fue capaz de prevenir completamente este daño, 

mientras que no se ve diferencia entre los grupos Control y JCA. 
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Figura 15.- Estandarización del número de células necesario para determinar la concentración de MDA en 
homogenado de corteza renal de ratas control y en 1*107 células sin tratamiento. Volumen de medio 8 
mL. La barra representa la media + ES. El número de muestras (n) está en la base de cada columna.
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Figura 16.- Efecto del tratamiento con arándano (dilución final 1:180) y la administración simultánea de 
FeNTA (500 M) sobre la lipoperoxidación en 1*107 células LLC-PK1. Cada barra representa la media +
ES. Las columnas con letras diferentes presentan diferencias significativas. El número de muestras (n) 
está en la base de cada columna.
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Entonces, se ha demostrado que el tratamiento de células LLC-PK1 con el carcinógeno 

renal FeNTA genera estrés oxidativo que daña proteínas y lípidos, y que el tratamiento 

simultáneo de estas células renales con JCA en una dilución 1:180 previene este daño. 

Determinación de la activación de factores de transcripción.

- Separación de fracción nuclear y citoplásmica.

Lo primero para realizar los ensayos de EMSA y Western blot, es obtener las proteínas 

nucleares y citoplásmicas, lo cual en nuestro modelo (células LLC-PK1), después de 

probar diferentes procedimientos para cosechar las células y diferentes tiempos de 

congelación para lisarlas, se encontraron las condiciones óptimas (metodología descrita 

en el anexo 2) en las que se obtienen los núcleos en buenas condiciones y se obtiene 

por separado la fracción citoplásmica. Aunque, en la mayoría de las preparaciones de la 

fracción nuclear todavía se ven algunos núcleos atrapados en una malla, que podría ser 

parte del citoesqueleto o matriz extracelular, son adecuadas para los ensayos de cambio 

de movilidad electroforética (figura 17). 

Figura 17.-Fotografías de extractos nucleares de células LLC-PK1. Se observan núcleos de células A sin 
tratamiento, B tratadas con JCA, C tratadas con FeNTA y D tratadas simultáneamente con JCA y FeNTA. 
Todos los tratamientos se llevaron a cabo durante 48 h en 8 mL de D-MEM suplementado con 10% de 
SFB. El JCA se utilizó a una dilución final 1:180 y el FeNTA a una concentración final de 500 M.
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En el EMSA el aumento de la banda significa activación de NF-B, en el Western blot del 

inhibidor de NF-B, IB, la disminución de la banda (degradación de IB) es lo que 

significa activación del factor.

- EMSA de NF-B

En este ensayo, las diferencias de activación entre los distintos grupos no fueron 

significativas. Sin embargo, se observó una tendencia hacia el aumento de la activación 

del factor NF-B en las células del grupo JCA, mayor en el grupo FeNTA y aún mayor en 

el grupo JCA+FeNTA (figura 18 A y B). En la figura 18 A también se observa un control 

positivo de activación, una muestra de células tratadas con TNF 10 ng/L.

- Inmunoensayos tipo Western blot para IB 

Con el propósito de analizar, de manera indirecta, la activación de NF-B, se determinó 

la cantidad de IB citosólica. Como control positivo de la degradación de IB se 

trataron células con TNF y se encontró que la cantidad de IB desaparece por 

completo en estas células. En el grupo JCA hubo una disminución significativa respecto 

al grupo Control y disminuyó aún más en los grupos FeNTA y JCA+FeNTA (figura 19). 

Estos resultados coinciden y confirman las observaciones obtenidas con el EMSA.
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Figura 18.- A Imagen representativa del EMSA para NF-B. B Análisis densitométirco de las imágenes 
digitalizadas de los ensayos de EMSA. Cada barra representa la media + ES. El número de muestras (n) 
está en la base de cada columna.
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Figura 19.- A Autoradiografía representativa del inmunoensayo tipo Western blot para actina (arriba) e 
IB (abajo). B Análisis densitométrico de las imágenes digitalizadas de las autoradiografías. Cada barra 
representa la media + ES. Las columnas con letras diferentes presentan diferencias significativas. El valor 
de n está en la base de cada columna.
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Crecimiento independiente de adhesión 

La posible transformación celular se evaluó con el ensayo de crecimiento independiente 

de adhesión, en el cual solo crecen las células malignas o las que adquieren esta 

capacidad y proliferan sin estar adheridas a un sustrato sólido. A continuación, en la 

figura 20, se muestran fotografías de células de fibrosarcoma murino (L929) sin ningún 

tratamiento, embebidas en agar suave al 0.3 % y sembradas en las placas con agar al 

0.8 %. En el día de la siembra (día 0) se observa que las células están vivas y la 

mayoría de ellas están aisladas, después de 19 días, se aprecia claramente un mayor 

número de células vivas y varias colonias formadas. Estas células se emplearon como 

control positivo para la formación de colonias. 

Células L929

  

                              
          Día 0                                                                Día 19

Figura 20. Células de fibrosarcoma murino (L929) embebidas en agar al 0.3 % y depositadas en placas 
cubiertas con agar al 0.8 %. Las imágenes corresponden a los días 0 (izquierda) y 19 (derecha) del 
experimento.

En la figura 21 se muestran fotografías de los 4 grupos experimentales de células LLC-

PK1, al inicio (día 0) y final de este estudio (día 19). En el día 0 las células están vivas y 

la mayoría de ellas están aisladas, en el día 19 se observan todos los cultivos sin cambio 

en el número de células aisladas y no se aprecia ninguna colonia formada, lo que 

sugiere que las células no están vivas. Entonces, se puede decir que el tratamiento de 

las células LLC-PK1 con FeNTA y/o con JCA durante 48 h no las transforma de tal 

manera que puedan crecer libres o independientes de adhesión.
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Células LLC-PK1
        Día 0                                                         Día 19                                 

                                
                   

                                
                   

                                 
                 

                                   
                   

Figura 21. Prueba de crecimiento independiente de adhesión. Células (LLC-PK1) de epitelio tubular 
proximal normal de cerdo embebidas en agar suave al 0.3 % y depositadas en placas cubiertas con agar 
al 0.8 %, después de los tratamientos correspondientes de cada grupo experimental. Las imágenes 
corresponden a los días 0 (columna izquierda) y 19 (columna derecha) después de la siembra.

Control
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DISCUSIÓN

El consumo de una gran variedad de frutas y vegetales y una dieta balanceada 

contribuyen en gran medida a mantener una buena salud e incluso, en muchos casos, a 

restablecerla. Esto constituyó el punto de partida para decidir trabajar con el arándano 

en el presente estudio. Esta baya contiene importantes cantidades de antioxidantes [Foo 

y cols 2000; Seeram y cols, 2004; Vinson y cols, 2001], y se ha utilizado históricamente 

para aliviar malestares estomacales, alteraciones del hígado y, particularmente 

problemas del tracto urinario entre otros problemas de salud [Lynch, 2004]. Entonces, 

se buscó una presentación del fruto que fuera accesible en nuestro país y que pudiera 

ser consumida por el público en general, como lo es el jugo. No se eligió estudiar los 

efectos de un compuesto aislado y puro, precisamente para investigar el efecto de 

alimentos que forman parte de la dieta humana común y así tener evidencias científicas 

y concretas para promover el consumo de éstos con fines preventivos.

El primer paso para realizar la investigación in vivo fue montar el esquema agudo de 

tratamiento con nitrilotriacetato de hierro (FeNTA). Se encontró que una sola 

administración a una dosis de 15 mg Fe3+/kg de peso, genera el mayor estrés oxidativo 

1 hora después de la inyección. En estas condiciones se causó el daño a proteínas y 

lípidos y los resultados concuerdan con lo reportado en la literatura [Bahnemann y cols, 

1998; Oberley, 2002; Rahman y cols, 2003; Singh y cols, 2003; Toyokuni, 1996; 

Toyokuni y cols, 1990; 1995; Uchida y cols, 1995; Umemura y cols, 1990]. En el 

presente trabajo se cuantificó, además, la cantidad de peróxido de hidrógeno, una ERO 

que se ha relacionado íntimamente con la carcinogénesis [Loo, 2003], la cual se 

incrementó en el riñón de las ratas tratadas, coincidiendo con los otros dos marcadores 

de daño oxidativo y con un reporte en la literatura [Khan y Sultana, 2005b].

En el primer protocolo experimental in vivo se probó el JCA a una dosis elegida 

arbitrariamente, puesto que en la literatura no hay reportes de experimentos donde se 

emplee el JCA. En este protocolo, el JCA no ejerció ningún efecto antioxidante sobre el 
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daño a los lípidos ni influyó en la generación de H2O2 inducidos por FeNTA. En el caso 

de las proteínas, el aumento de grupos carbonilo fue mayor en el grupo JCA + FeNTA 

que en el grupo FeNTA. Dados estos resultados se decidió realizar otro protocolo 

aumentando la dosis y el tiempo de exposición al antioxidante, con la finalidad de 

investigar si la oxidación de proteínas observada era dependiente de la dosis y tiempo 

de tratamiento con el JCA, y si había algún efecto sobre la oxidación de lípidos y la 

producción de H2O2. En este protocolo, a diferencia del anterior, se observó que el JCA 

protegió parcialmente contra la oxidación de lípidos. Sin embargo, la oxidación de 

proteínas y la generación de peróxido se incrementaron cuando se trató con JCA + 

FeNTA que solo con FeNTA. 

Es claro que la combinación JCA + FeNTA, en el caso de proteínas y H2O2, está 

favoreciendo un comportamiento contrario a lo esperado. De acuerdo con reportes de 

tratamientos con otros compuestos antioxidantes como melatonina [Karbownik y cols, 

2001; Qi y cols, 1999], curcumina (diferuloilmetanol) [Iqbal y cols, 2003; Okazaki y cols, 

2005], catequina [Chopra y cols, 2004], ácido nordihidroguairético [Ansar y cols, 1999], 

extractos de la planta de higo (Ficcus racemosa) y de lirio blanco (Nimphaea alba) 

[Khan y Sultana, 2005 a,b], lo esperado con el JCA era la prevención de los efectos 

oxidativos. Está reportado que existen compuestos polifenólicos que bajo ciertas 

circunstancias pueden ejercer actividades prooxidantes [Galati y O’Brien, 2004]. Dichas 

circunstancias pueden ser la reacción de los polifenoles y/o sus metabolitos con el 

FeNTA, o la reacción de los polifenoles con algún otro compuesto presente en el JCA y/o 

en el organismo en presencia de FeNTA. Estas especulaciones están apoyadas por el 

hecho de que en el grupo tratado solo con el JCA no se observan efectos adversos; es 

decir, los valores de la oxidación de lípidos y proteínas y de la generación de H2O2, 

siempre son iguales a los valores del grupo Control. Una explicación del comportamiento 

contrastante del JCA en el grupo JCA + FeNTA, es decir, aumento de la oxidación de 

proteínas y la generación de H2O2, pero prevención de la lipoperoxidación, podría ser 

que los eventos son independientes. Aunque, la lipoperoxidación disminuye en la fase 

de propagación, debido a la neutralización de los radicales libres por los polifenoles 
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[Fine, 2000; Khan y cols, 2004], parte del FeNTA puede seguir estando presente en las 

células renales y, por lo tanto, ejerciendo sus efectos oxidativos. Es decir, generando 

H2O2, o induciendo la síntesis de algunas proteínas generadoras de radicales como la 

xantina oxidasa [Khan y Sultana, 2005 a,b], entre otras alteraciones. Las moléculas  de 

MDA y HNE que se estén generado, no obstante la disminución de la lipoperoxidación, 

están en la posibilidad de ejercer sus efectos nocivos para el organismo, entre ellos 

formar aductos con proteínas [Traverso y cols, 2004]. Así mismo, es probable que 

algunos polifenoles con propiedades prooxidantes potenciales [Galati y O’Brien, 2004] 

estén presentes en el JCA y que únicamente en combinación con el FeNTA ejerzan esta 

actividad. Para comprobar cualquiera de estas posibles explicaciones, será necesario 

hacer otro tipo de experimentos como un curso temporal para monitorear el 

comportamiento del recambio proteico, porque como se sabe, las modificaciones 

oxidativas como los grupos carbonilo no se pueden reparar. Se tienen que degradar 

estas proteínas modificadas y sintetizar nuevas [Stadtman y Levine, 2000]. También 

sería útil cuantificar la cantidad de aductos proteicos formados con MDA o HNE ya que 

éstos además pueden disminuir la síntesis de proteínas [Toyokuni, 1996]; o bien 

comprobar con algún sistema in vitro el carácter prooxidante del JCA cuando se 

combina con FeNTA midiendo la generación de ERO por métodos bioquímicos o 

electroquímicos. Otro punto importante a considerar es que en el tejido renal se llevan a 

cabo importantes funciones metabólicas y de detoxificación y probablemente esto sea 

un factor adicional que modifique el comportamiento de los polifenoles presentes en el 

JCA cuando se combinan con el FeNTA y que no ocurra cuando solo se administra JCA. 

Además, sería necesario investigar qué otros eventos están ocurriendo en este tejido en 

las ratas del grupo JCA + FeNTA, por ejemplo, si se están dañando las células y de qué 

manera, si se están necrosando o sufriendo apoptosis, el estado del sistema de defensa 

antioxidante enzimático y no enzimático y si hay alguna otra alteración morfofuncional. 

Está reportado en la literatura que el tratamiento subagudo con FeNTA (inyecciones 

diarias durante 14 días) causa necrosis de las células renales [Preece y cols, 1989], 

activa a la ciclooxigenasa (enzima importante en la hiperplasia tisular) [Rahman y cols, 

2003], induce la síntesis y activación de la ornitina descarboxilasa renal y hepática 
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(enzimas involucradas en la proliferación de tumores) [Rahman y cols, 2003] y la 

síntesis de la quinona reductasa (enzima importante en la inactivación de ciertos 

carcinógenos) [Kandil y cols, 2002], además de que se incrementa la incorporación de 

[3H] timidina al DNA [Rahman y cols, 2003], pero no se conocen aún los efectos sobre 

la fisiología celular de la combinación JCA + FeNTA en tratamientos agudos como el que 

se realizó en esta investigación. Bajo las condiciones de los protocolos in vivo (tiempos 

de tratamiento y dosis de JCA empleadas) aún no se puede establecer una relación clara 

dosis-respuesta, por lo que sería necesario realizar experimentos con otras condiciones, 

cambiando y combinando tiempos y dosis de tratamiento con JCA, por ejemplo, usando 

dosis iguales o menores a las del protocolo 1 y tiempos mayores de 15 días.

El primer paso para la investigación in vitro fue adecuar el sistema celular con la 

cantidad de células y volumen de medio de cultivo óptimos para llevar a cabo los 

tratamientos. Además, se tuvieron que establecer las condiciones específicas para 

realizar las determinaciones de lipoperoxidación y oxidación de proteínas. En los 

protocolos experimentales se observó, a diferencia de los estudios in vivo, que la 

oxidación de lípidos y proteínas se redujo significativamente cuando se trató 

simultáneamente a las células con JCA + FeNTA que cuando se trató únicamente con 

FeNTA. Estos resultados eran esperados dadas las propiedades antioxidantes, capacidad 

atrapadora de radicales y ERO como H2O2 y singulete de oxígeno (1O2), que han sido 

reportadas del jugo de arándano [Wang y Jiao, 2000] y de sus extractos fenólicos 

[Murphy y cols, 2003; Seeram y cols, 2004; Sun y cols, 2002; Yan y cols, 2002; Zheng y 

Wang, 2003]. Un comportamiento particular se observó cuando se investigó la 

activación del factor de transcripción NF-B, que se determinó tanto por Western blot 

del inhibidor de NF-B, IB, donde la disminución de la banda (degradación de IB) 

significa activación de NF-B, como por EMSA donde el aumento de la banda es lo que 

significa activación del factor. En el grupo de células tratadas con JCA, la proteína IB

ya muestra una disminución significativa respecto al control, esta disminución es más 

pronunciada en FeNTA y aún más en el grupo JCA + FeNTA. Así mismo, en el EMSA, 

aunque en ningún caso se alcanzó significancia estadística, se observó un aumento 
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progresivo de la activación de NF-B en los grupos JCA, FeNTA y JCA + FeNTA. 

Entonces, los dos ensayos apuntan hacia el aumento de la actividad del factor NF-B.

En este modelo, el resultado esperado en el grupo JCA + FeNTA era la prevención de la 

activación de NF-B, no obstante, lo que llama la atención es la exacerbación de la 

activación del factor que ocurrió en este grupo. La activación de NF-B en el grupo de 

células tratadas solo con FeNTA concuerda con un reporte donde éste activa a NF-B 

[Chen y cols, 2001] y con otros reportes donde se encontró que el factor se activa por 

medio de estrés oxidativo [Lee y cols, 2004; Muller y cols, 1997; Storz y cols, 2004; 

Sheu y cols, 2004; Wang y cols, 2002] y al utilizar diferentes antioxidantes como 

pirrolidina ditiocarbamato, N-acetilcisteína, resveratrol, vitamina E y algunos polifenoles 

como el galato de epigalocatequina, se redujo significativamente la activación de NF-B 

[Bharti y Aggarwal, 2002; Kundu y Surh, 2004; Sen y cols, 2006; Surh y cols, 2005]. 

El otro resultado interesante es la inducción de la activación del factor en el grupo JCA, 

porque, como se aprecia en los resultados de los marcadores de estrés oxidativo en el 

presente estudio, el JCA per se no genera estrés oxidativo en las células. Esto significa 

que el JCA está promoviendo la activación de NF-B por un mecanismo que, bajo estas 

circunstancias, aún no conocemos. Los resultados de los grupos JCA y JCA + FeNTA 

refrendan la idea de que en el jugo hay compuestos que están propiciando la activación 

de NF-B por algún otro mecanismo que no necesariamente es estrés oxidativo y 

cuando se combinan el jugo y el FeNTA la activación del factor es aún mayor. El 

mecanismo que se propone es la interacción de los polifenoles presentes en el JCA con 

alguna proteína de la vía de activación de NF-B, de tal manera que cambie la 

conformación y este cambio promueva que la proteína se active y se propague la 

activación de las proteínas siguientes en la vía hasta la liberación de NF-B de su 

inhibidor, es decir, hasta su activación. Esta idea está apoyada con evidencia en la 

literatura que sugiere que los efectos celulares de los flavonoides están mediados por su 

interacción con proteínas que son parte de cascadas de señalización [Williams y cols, 

2004].
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El objetivo del ensayo de crecimiento independiente de adhesión (CIA), fue investigar si 

las células LLC-PK1 se transformaban por el tratamiento con FeNTA durante 48 h. Se 

eligió este tiempo igual que en los otros estudios porque en esas condiciones ya se 

observan cambios en los parámetros evaluados. En los organismos los procesos de 

transformación celular llevan mucho tiempo, porque por un lado es necesario que 

ocurran muchos cambios genéticos y fisiológicos específicos así como adaptaciones 

necesarias para que las células sean capaces de vivir con las nuevas condiciones 

[Bergers y cols, 1999; Foulds, 1954; Hanahan y Weimberg, 2000; Kinzler y Vogelstein, 

1996; Nowell, 1976; Renan, 1993] y por otro lado, la exposición a las agentes tóxicos 

generalmente no es continua. Entonces, este ensayo se realizó pensando que las células 

en cultivo estarían en un estado de estrés constante en el grupo tratado con FeNTA, y 

por lo tanto, con una alta probabilidad de sufrir el suficiente daño al DNA capaz de 

favorecer su transformación. En los resultados se muestra claramente que las células no 

adquirieron la capacidad de crecer independientes de adhesión. Por lo tanto, podemos 

decir que el tratamiento celular no fue suficiente para transformar a las células y 

probablemente si se cambia el esquema del tratamiento, por ejemplo, si se les trata con 

pulsos con FeNTA y periodos cortos de recuperación se podría saber en qué tiempo las 

células adquieren la capacidad de crecer libres de adhesión.

Se estudiaron dos modelos, in vivo e in vitro, con la finalidad de evaluar bajo diferentes 

condiciones los efectos del tratamiento con jugo concentrado de arándano sobre el daño 

inducido por FeNTA procurando así tener un panorama más amplio. En ambos sistemas 

se analizaron la oxidación de proteínas y de lípidos e in vivo se determinó la generación 

de H2O2 porque, como está documentado, estas alteraciones pueden estar relacionadas 

con la carcinogenicidad del FeNTA, pero no se sabía el papel del JCA en estos modelos 

experimentales. En los estudios in vivo los dos compuestos están sujetos a las 

condiciones fisiológicas de todo un organismo, a los procesos de biotransformación que 

en éste se lleven acabo tales como la absorción, metabolismo, distribución y excreción, 

por lo tanto el efecto en el sito blanco dependerá de su biodisponibilidad. Es una 

manera de saber cuales son las consecuencias de cuando un compuesto exógeno actúe 



55

en el órgano de estudio después del tratamiento de dicho compuesto por el organismo. 

La información que se puede generar con los estudios in vitro es el efecto directo de los 

compuestos (FeNTA y JCA) tal cual, es decir, sin ninguna biotransformación previa al 

llegar a su sitio blanco (las células renales). Específicamente en este estudio in vitro se 

probó que el jugo concentrado de arándano, a partir del cual se preparan los jugos 

comerciales tiene propiedades antioxidantes, lo cual no se había demostrado antes. En 

suma, resulta muy útil realizar estudios in vitro e in vivo, ya que se puede obtener 

información diferente de cada uno. In vitro, se comprobó que el JCA tiene propiedades 

antioxidantes y se demostró que tiene un efecto protector contra el daño oxidativo 

causado por FeNTA. En cambio, los resultados de los estudios in vivo muestran efectos 

prooxidativos del JCA en combinación con FeNTA. Si únicamente se consideran los 

estudios in vitro, el papel del JCA es benéfico. En contraste, si solo se consideran los 

estudios in vivo, el JCA resulta ser en algunos casos dañino. Por lo tanto, si en algún 

momento se quisiera proponer al JCA, como tratamiento para algunos padecimientos 

humanos será necesario realizar más estudios.
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CONCLUSIONES 

1. Se establecieron dos modelos de estrés oxidativo inducido por FeNTA, uno in vivo

y otro in vitro. 

2. En los dos modelos, el antioxidante JCA generó distintas respuestas, en algunos 

casos opuestas:

a. El JCA redujo la lipoperoxidación parcialmente in vivo y la evitó in vitro. 

b. El JCA exacerbó la oxidación de proteínas in vivo y la impidió in vitro. 

c. In vivo, el JCA exacerbó la generación de H2O2. La concentración de H2O2

no se determinó in vitro porque no se encontró una metodología 

adecuada.

3. Se encontró in vitro, con la técnica de Western blot, que el FeNTA induce la 

activación del factor de transcripción NF-B, sugiriendo que esta puede ser una 

de las causas de su carcinogenicidad. Así mismo, la activación del factor 

incrementó en presencia del JCA en los grupos JCA y JCA+FeNTA.

4. El esquema de tratamiento con FeNTA empleado en las células LLC-PK1 fue capaz 

de generar estrés oxidativo, pero no de inducir las características de células 

cancerosas, por lo cual no fue posible evaluar los efectos del JCA en este proceso. 
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ANEXO 1 PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN DE FeNTA Y ARÁNDANO

Preparación de la solución de FeNTA para estudios in vivo.

La sal disódica del ácido nitrilotriacético (NTA) y el nitrato de hierro (Fe(NO3)3) se 

disolvieron por separado en una solución de bicarbonato de sodio 0.12 M. La 

solución de Fe(NO3)3 se mezcló en una proporción 1:2 con la solución de NTA, de tal 

manera que la relación molar del hierro con el NTA es de 1:4. El pH se ajustó a 7.4 

con bicarbonato de sodio en polvo [Bahnemann y cols, 1998; Oberley, 2002; 

Rahman y cols, 2003; Singh y cols, 2003; Toyokuni, 1996; Toyokuni y cols, 1997; 

Uchida y cols, 1995; Umemura y cols, 1990].

Preparación del JCA para los estudios in vivo.

En la literatura científica existe poca información respecto al consumo humano de 

arándano, y menos aún en modelos experimentales, por lo que la determinación de 

la dosis administrada se decidió arbitrariamente. Las dosis elegidas para los 

protocolos experimentales 1 y 2 fueron 2 y 5 mL/kg de peso/24 h, respectivamente, 

de tal manera que el volumen administrado fuera adecuado para la rata. El JCA 

concentrado se diluyó 1:1 con una solución de azúcar comercial al 60 % y se 

administró a la rata el doble de volumen correspondiente para conservar la dosis 

deseada. Se decidió hacer esto porque el JCA es muy ácido y los animales lo 

rechazaban y con esta solución dulce mejoró su aceptación. Está reportado en la 

literatura, según el American Institute of Nutrition, que esta cantidad de azúcar no 

influye en el metabolismo normal de los animales [Ryu y Cha, 2003].

Preparación de FeNTA para los estudios in vitro

Se preparó una solución concentrada de FeNTA (26.67 mM) en amortiguador de 

fosfatos y solución salina (PBS) con una relación molar Fe(NO3)3:NTA 1:4. Se filtró 

con una membrana de nitrocelulosa con tamaño de poro de 0.22 m. A partir de 

este concentrado se preparó una solución de FeNTA 5 mM en medio de Dulbecco 

modificado por Eagle (D-MEM) con 10 % de suero fetal de bovino (SFB) y se 

adicionó en proporción 1:10 a los cultivos de tal manera que la concentración final 

fuera 500 M en un volumen total de 8 mL.
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Preparación de JCA para los estudios in vitro

El jugo concentrado (6.6 veces) de arándano (JCA), se filtró con una membrana de 

nitrocelulosa de tamaño de poro de 0.22 m, se diluyó 1:30 con D-MEM 

suplementado con 10 % de SFB y se adicionó a los cultivos de tal manera que su 

dilución final fuera 1:180 en un volumen total de 8 mL para cada caja de 100 mm de 

diámetro.
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ANEXO 2 METODOLOGÍA DETALLADA

1. Cuantificación del contenido de grupos carbonilo en proteínas [Levine y cols, 

1990; Reznick y Packer, 1994; Stadman, 1992].

- Procedimiento:

 Homogenizar 100 mg de corteza renal en 900 L o  5*106 células en 300 L de 

amortiguador de fosfatos 50 mM con inhibidores de proteasas (leupeptina 5 

g/mL, aprotinina 5 g/mL y pepstatina 7 g/mL), pH=7.4 

 Centrifugar las muestras 20 min a 9000 x g a 4°C en tubos de microcentrífuga.

 Recuperar el sobrenadante, el cual será la muestra.

 Adicionar 200 L de sulfato de estreptomicina al 10% a 600 L de muestra e 

incubar 12 h a 4°C.

 Centrifugar 10 min a 3000 x g a 4°C.

 Por cada muestra se preparan dos tubos:

- Blanco: 150 L muestra + 600 L HCl 2.5 M

- Problema: 150 L muestra + 600 L dinitrofenilhidrazina 10 M

 Agitar en vortex e incubar 1h a temperatura ambiente en oscuridad agitando cada 

15 minutos.

 Adicionar 750 L de ácido tricloroacético al 20%. Agitar en vortex e incubar los 

tubos a 4°C por 10 min.

 Centrifugar por 10 min a 3200 x g a 4°C.

 Descartar el sobrenadante.

 Resuspender el precipitado con 600 L de ácido tricloroacético al 10% a 

temperatura ambiente.

 Centrifugar los tubos 10 min a 4600 x g a 4°C.

 Decantar el sobrenadante.

 Realizar 3 lavados con 600 L etanol- acetato de etilo (1:1)

 Centrifugar los tubos 15 min a 6000 x g a 4°C.

 Dejar que se evapore el etanol.

 Resuspender el botón en 1mL de guanidina 6 M.

 Preparar una curva utilizando albúmina sérica bovina (ASB) a una concentración 

de 4 mg/mL disuelta en guanidina 6 M según la siguiente tabla:
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[ASB]Final

mg/mL
L ASB L guanidina

B 0 0 1000

1 0.26 65 935

2 0.5 125 875

3 1 250 750

4 2 500 500

 Leer a 280 nm solo los tubos “blanco de las muestras” (tratados con HCl) e 

interpolar en esta curva. Para determinar el contenido de proteínas totales.

 Luego leer a 370 nm todas las muestras (blanco y problemas). 

 En ambos casos calibrar con guanidina 6 M.

- Cálculo del contenido de carbonilos:

 
proteínamg

nmol

proteínamg
AbsAbs blancoproblema ..

45.45











El factor 45.45 es el inverso del coeficiente de extinción molar de la solución de 

DNPH empleada en esta técnica.

2. Cuantificación de la concentración de MDA [Esterbauer y Cheeseman, 1990; Liu y 

cols, 1997].

- Procedimiento: 

 La muestra es el sobrenadante que resulta de homogenizar 100 mg de corteza 

renal en 1 mL de amortiguador de fosfatos 20 mM pH =7.4 y centrifugar 10 min a 

1300 x g o bien el homogenizado de 5*106 células en 500 L del mismo 

amortiguador.

 Preparar a partir de una solución comercial concentrada una solución de 

tetrametoxipropano (TMOP) 10 mM en amortiguador de tris-HCl 20 mM pH 7.4 

 Preparar una solución de TMPO 20 M diluyendo 1:500 con agua la solución 

anterior.

 Preparar una curva estándar con la solución de TMPO 20 M según la siguiente 



61

tabla:

Tubo TMPO 20 M (L)
Agua o buffer 

(L)

Concentración final de 

TMOP (M)

Blanco 0 200 0

(a) 10 190 0.2

(b) 20 180 0.4

1 25 175 0.5

2 50 150 1.00

3 100 100 2.00

4 150 50 3.00

5 200 0 4.00

Nota: añadir puntos (a) y (b) cuando se trabaja con células LLCPK 1.

 Preparar una solución de 1-metil-2-fenilindol 10 mM disuelto en acetonitrilo.

 Añadir un volumen (6 mL) de metanol 100% a tres volúmenes (18 mL) de la 

solución de 1-metil-2-fenilindol 10 mM (solución A).

 Poner en tubos de ensayo 200 L de muestra.

 Añadir a cada tubo (estándares y muestras) 650 L de la solución A.

 Agitar suavemente en vortex.

 Adicionar a cada tubo 150 L de HCl 37 % (12 N).

 Mezclar bien y tapar los tubos.

 Incubar a 45° C durante 60 min.

 Centrifugar los tubos a 13000 x g por 10 min a temperatura ambiente, para 

obtener un sobrenadante claro.

 Transferir el sobrenadante a una celda.

 Leer la absorbancia a 586 nm.

 Determinar la concentración de proteína de cada muestra por el método de Lowry 

(punto 4).

- Blanco de muestra

Se sugiere preparar un blanco por cada muestra para corregir su contribución a la 

densidad óptica determinada a 586 nm. Este blanco se prepara adicionando 650 L 
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de acetonitrilo/metanol (75/25 %) en lugar de la solución A. La adición del ácido y la 

incubación de la muestra se llevan a cabo como se describió previamente.

- Cálculos:

Usando los datos obtenidos se calcula la absorbancia neta de las muestras a 586 nm 

restando el valor obtenido del blanco de muestra y se calcula la concentración del 

analito en cada muestra de la siguiente manera:

  fd
m

bAbs
MDA 



 



donde:

Abs = absorbancia neta de la muestra

b = intercepto de la ecuación de la línea de la curva patrón

m = pendiente de la ecuación de la línea de la curva patrón

fd = factor de dilución = 1000  200 = 5

3. Determinación de la concentración de H2O2 [Jiang y cols, 1992; Long y Halliwell, 

2001]

- Procedimiento: 

 La muestra es el sobrenadante que se obtiene al homogenizar 100 mg de corteza 

renal en 0.9 mL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH = 7.4 y centrifugar 20 

min a 30000 x g a 4°C.

 Diluir 285 L de H2O2 30% con H2O desionizada en un volumen total de 100 mL 

para obtener una solución 25 M.

 Diluir esta solución 1:250 con agua para obtener una solución de H2O2 100 M, a 

partir del cual se prepara una curva estándar como sigue:

[H2O2]final M L de H2O2

100 M
L de H2O 

0 - 1000
2.5 25 975
5.0 50 950
10 100 900
25 250 750
50 500 500
75 750 250

 Mezclar en tubos nuevos de microcentrífuga de 1.5 mL, lo siguiente:
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- 0.01 mL de metanol.

- 0.09 mL de cada uno de los estándares de H2O2 o de la muestra.

- 0.90 mL de la solución FOX (ver adelante).

 Agitar en vortex 5 seg.

 Incubar 30 min a temperatura ambiente. 

 Centrifugar a 15000 x g durante 10 min a temperatura ambiente.

 Incubar 30 min a temperatura ambiente.

 Medir la densidad óptica a 560 nm.

 Determinar la concentración de proteína total por el método de Lowry (punto 4).

- Preparación del reactivo de Fox.

Mezclar 9 volúmenes de reactivo 1 con 1 volumen de reactivo 2.

Reactivo 1= Hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol.

Pesar 0.015686g y disolver en 18 mL de MeOH.

Reactivo 2= Naranja de xilenol 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM.

Pesar 1.52 mg de naranja de xilenol. 

Pesar 2.0 mg de sulfato ferroso amoniacal.

Disolver ambos en 2.0 mL de H2SO4 250 mM

- Cálculos

Calcular concentración de H2O2 presente en cada muestra, interpolando en la curva 

estándar.

Expresar los resultados en M H2O2/mg de proteína.
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4. Determinación de proteínas totales por el método de Lowry  [Dunn, 1992; Lowry 

y cols, 1951].

- Procedimiento: 

 Preparar una curva estándar con albúmina sérica bovina al 0.05% de la siguiente 

manera:

[ASB]final ASB (µl) H2O (µl)

B 0 0 200

1 5 10 190

2 10 20 180

3 15 30 170

4 25 50 150

5 35 70 130

6 50 100 100

 Diluir con agua según el tipo de muestra que se trate. La muestra es el 

sobrenadante que se obtiene después de centrifugar por 20 min a 9000 x g a 4°C 

el homogeneizado de corteza renal o el homogeneizado de las células LLC-PK1.

Muestra Homogenizado (p/v) Dilución necesaria

Tejido 1:10 1:150**

Células 5x106/500 μL 1:150

**10 μL muestra +1490 μL de agua.

 Numerar tubos de vidrio de 12 x 75 mm o de 13 x 100 mm (las determinaciones 

se hacen por duplicado).

 Colocar en cada tubo 0.2 mL de la muestra diluída.

 A todos los tubos añadir 1 mL de solución C (incluyendo los tubos del blanco y de 

la curva estándar). 

 Agitar y esperar 10 minutos.

 A todos los tubos añadir con agitación simultánea 100 µL de solución D.

 Esperar 30 minutos.

 Medir la densidad óptica a 660 nm.
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 Calibrar contra el blanco.

- Solución A.

Pesar 20 g Na2CO3, 4 g NaOH y 0.2 g tartrato de sodio y disolver todos los reactivos 

en 1000 mL de agua destilada.

*Almacenar a temperatura  ambiente.

- Solución B.

Pesar 0.5 g CuSO4 y disolver en 100 mL de agua destilada.

*Almacenar a temperatura ambiente.

- Solución C. (preparar al momento del ensayo).

Por cada tubo: 1 mL de solución A + 0.02 mL de solución B

- Solución D. (preparar al momento del ensayo).

Reactivo de Folín 1N. 

5. Obtención de proteína nuclear y citoplásmica de células LLC-PK1 para los ensayos 

de EMSA y Western blot, respectivamente.

- Procedimiento:

 Terminado el tratamiento de las células (2.5-3*106), retirar el medio de cultivo de 

Dulbecco modificado por Eagle (D-MEM) de las cajas de Petri de 100 mm de 

diámetro.

 Lavar cada caja con 2-3 mL de amortiguador de fosfatos y solución salina (PBS) 

frío.

 Despegar las células con 2-3 mL de solución comercial de tripsina-EDTA (0.05 % 

tripsina, 0.53 mM EDTA(4Na ) fría con golpecitos a la caja durante 5 min.

 Inactivar la solución de tripsina-EDTA con 2-3 mL de D-MEM suplementado con 10 

% de suero fetal de bovino (SFB).

 Transferir la suspensión con las células a un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL

 Centrifugar a 300 x g por 5 minutos.

 Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de PBS-EDTA frío.

 Centrifugar por 5 minutos a 1200 x g.

 Descartar todo el sobrenadante sin perturbar el botón.

 Congelar con N2 líquido durante 6 a 8 minutos.
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 Adicionar 100 L de amortiguador hipotónico (Hepes 10 mM pH = 7.9, KCl 10 mM, 

MgCl2 1.5 mM y ditiotreitol (DTT) 1 mM) resuspender suavemente las células con 

micropipeta.

 Observar con microscopio de campo claro el estado de los núcleos, mezclando 5 

L de muestra con 5 L de colorante azúl de tripano al 0.4 %

 Colectar los núcleos centrifugando por 10 min a 1500 x g a 4ºC.

 El botón contiene los núcleos y el sobrenadante es la fracción citoplásmica que se 

analiza por Western blot para IB.

 Separar el sobrenadante en un tubo de microcentrífuga de 0.5 mL. 

 Extraer las proteínas nucleares resuspendiendo el botón en 15-20 L de 

amortiguador hipertónico con alta fuerza iónica (Hepes 20 mM pH = 7.9, NaCl 0.4 

mM, MgCl2 1.5 mM, glicerol 25 %, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM y 

fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 0.5 mM), el volumen depende de la cantidad de 

células y del tamaño del botón obtenido hasta este paso.

 Incubar por 30 min a 4ºC con agitación suave en plataforma angular.

 Centrifugar 20 min a 25000 x g a 4ºC.

 Recuperar el sobrenadante que contiene las proteínas nucleares. Transferir a otro 

tubo y mezclar 1:1 con amortiguador hipertónico con glicerol (Hepes 20 mM pH = 

7.9, KCl 0.4 mM, glicerol 20 %, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM y PMSF 0.5 mM)

 Tomar 2 L para determinar proteína por Bradford que se explica el apartado 10.

 Dosificar en tubos con 20 L de muestra. 

 Almacenar a -80ºC hasta su uso.

6. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

- Procedimiento para el ensayo radiactivo (P32)

 Del extracto nuclear se utilizaron 10 g de proteína para el ensayo, en un volumen 

total de 14 L

 Preparar un coctel con lo siguiente por cada muestra:
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Amortiguador hipertónico con glicerol 2 L

Poli (dI-dC) Poli (dI-dC) 1 μg/ μL 1 L

ASB 10 mg/mL 1 L

DTT 1 M 1 L

Volumen total 5 L

 Para cada reacción de unión mezclar en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL lo 

siguiente:

Coctel 5 L

H2O + proteína 14 L

Oligo ATP32

0.125 Cu/L
1 L

Volumen total. 20 L

 Incubar 20 min a temperatura ambiente.

 Adicionar 1 L de amortiguador de carga.

 Para la electroforesis utilizar una cámara vertical para geles de 18 x 16 cm.

 Preparar un gel de poliacrilamida no desnaturalizante como se describe en el 

apartado 9.

 Llenar la cámara con amortiguador tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 2 

mM (amortiguador TBE) y precorrer por 1 h aplicando 100 voltios.

 Cargar las muestras en el gel y correr a 100 voltios hasta que el frente del 

colorante haya migrado hasta dos terceras partes del gel.

 Una vez que el corrimiento se ha terminado, colocar el gel en papel Whatman y 

secar por dos horas en un sistema para secado de geles modelo 583 acoplado a 

una bomba de vacío HydroTech de Bio Rad.

 Dejar enfriar el gel 45 minutos para poder sacarlo y evitar que se agriete. 

 Exponer toda la noche el gel a un contenedor con una pantalla de 

almacenamiento de fósforo para detección de radiactividad (marca Amersham 

número de catálogo 63-0033-58). 

 El Revelado se hizo utilizando un sistema explorador modelo Typhoon de 

Amersham y se analizaron los datos por densitometría con el programa SigmaScan 
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Pro4 para análisis de imágenes.

- Procedimiento para el ensayo quimioluminiscente

 Se utilizó un estuche comercial “LightShift Chemiluminescent EMSA Kit” de PIRCE.

 Obtener las muestras como ya se explicó en el apartado 5 y prepararlas según las 

especificaciones del fabricante.

 Para la electroforesis utilizar una cámara vertical Mini Protean 3 de Bio Rad para 

geles 8 x 7 cm.

 Precorrer el gel de poliacrilamida no desnaturalizante (preparado como se describe 

en el apartado 9) por 30-60 minutos aplicando 100 voltios.

 Cargar las muestras en el gel y aplicar 100 voltios hasta que el frente del 

colorante haya migrado hasta dos terceras partes del gel. 

 Una vez que el corrimiento termine, transferir a una membrana de nylon aplicando 

380 mA por 30 min, utilizando un módulo de tranfererncia Mini Trans-Blot Cell de 

Bio Rad.

 Fijar las muestras a la membrana con un equipo UV cross linker a 120 mJ/cm2 por 

45-60 segundos.

 Detectar DNA biotinilado adicionando el sustrato con luminol vol:vol, según las 

instrucciones del fabricante.

 Revelar utilizando película radiográfica marca Kodak y analizar los datos por 

densitometría con el programa SigmaScan Pro4 para análisis de imágenes.

7. Inmunoensayo tipo Western blot de la proteína IB en células LLC-PK1

- Procedimiento

 La proteína citoplásmica se obtiene como se explica antes en el apartado 5.

 En tubos de microcentrífuga de 0.5 mL colocar 40 g de proteína citoplásmica y 6 

L del amortiguador de carga 5 veces concentrado (amortiguador tris 60 mM pH 

= 6.8, dodecil sulfato de sodio 2 %, glicerol 10 %, azul de bromofenol 0.01 % y 

ditiotreitol 100 mM) y ajustar con agua a un volumen de 30 L.

 Incubar las muestras en un baño con agua a 100ºC durante 5 minutos y luego 

ponerlas rápidamente en hielo.
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 Centrifugar 5 segundos a 4C a 800 x g.

 Cargar muestras en el gel de poliacrilamida desnaturalizante (la preparación se 

describe más adelante en el apartado 9).

 Llenar la cámara para electroforesis con el amortiguador de corrida (tris base 0.25 

M, glicina 1.9 M y SDS 1%, pH = 8.3)

 Correr a 80 voltios durante 1 hora o hasta que la proteína de interés esté en la 

mitad del gel.

 Preparar la membrana de PVDF sumergiéndola 30 segundos en metanol, 

enjuagarla con agua y finalmente con amortiguador de transferencia (tris base 25 

mM, glicina 190 mM y metanol 10 %).

 Transferir las proteínas a la membrana armando el sistema de tranferencia que 

consiste en colocar en un caset o contenedor una esponja, un papel filtro, el gel,

la membrana, un papel filtro y una esponja.

 Colocar este sistema en un módulo de transferencia Trans-Blot Cell de Bio Rad con 

amortiguador de tris base 25 mM, glicina 190 mM y metanol 10 % aplicando 80 

voltios a 15C durante toda la noche.

 Enjuagar brevemente la membrana con 10 mL de amortiguador tris base 20 mM y 

NaCl 150 mM, pH = 7.5 (amortiguador TBS).

 Todos los pasos siguientes son con agitación suave en una plataforma angular.

 Bloquear la membrana con 10 mL de amortiguador TBS pH = 7.5, Tween 0.1% y 

leche descremada al 5 %  durante 1 hora.

 Lavar con 10 mL de amortiguador TBS pH = 7.5 y Tween 0.1% durante 5 

minutos. 

 Incubar 1 h con anticuerpo primario diluído 1:1000 en 10 mL de amortiguador 

TBS pH = 7.5, Tween 0.1% y ASB 1 %

 Lavar el exceso de anticuerpo primario con 10 mL de amortiguador TBS pH = 7.5 

y Tween 0.1% de la siguiente manera:

- 2 lavados de 10 minutos.

- 3 lavados de 5 minutos.

 Incubar durante 1 h con anticuerpo secundario diluido 1:10000 en 10 mL de 

amortiguador TBS pH = 7.5, Tween 0.1% y leche descremada al 5 %

 Lavar exceso de anticuerpo secundario con 10 mL de amortiguador TBS pH = 7.5 
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y Tween 0.1% de la siguiente manera:

- 1 lavado 10 minutos.

- 3 lavados 5 minutos.

 Lavar durante 5 con 10 mL de amortiguador TBS pH = 7.5

 Eliminar el amortiguador TBS pH = 7.5

 Adicionar el sustrato con luminol vol:vol (1 mL:1 mL) 

 Incubar durante 5 minutos.

 Escurrir la membrana y colocarla en una bolsa transparente para evitar que se 

humedezca la película radiográfica.

 Revelar utilizando una película radiográfica marca Kodak y analizar los datos por 

densitometría con el programa SigmaScan Pro4 para análisis de imágenes.

8. Determinación del crecimiento independiente de adhesión [Ke y cols, 2004].

- Procedimiento:

 Cubrir con 0.6 mL de agar bacteriológico (bacto agar o agar suave) al 0.8 % 

disuelto en D-MEM con SFB al 10 % los 24 pozos de 15 mm de diámetro cada uno 

de las placas para cultivo celular y dejar solidificar.

 Mantener la placa en la incubadora a 37C hasta que se siembren las células y 

durante todo el tiempo del experimento.

 Una vez terminado el tratamiento de 48 h, cosechar y contar las células de cada 

grupo experimental.

 Embeber en bacto agar al 0.3 % disuelto en D-MEM con SFB al 10 %, 4 

cantidades diferentes de células por duplicado (3000, 6000, 12000 y 25000).

 Sembrar en las placas previamente tratadas con bacto agar al 0.8 %, células de 

cada grupo experimental.

 Sembrar en las mismas condiciones que para las LLC-PK1, células de fibrosarcoma 

murino L929 como control positivo para esta prueba. 

 En el día 19 después de la siembra, observar con microscopio de campo claro y 

fotografiar para documentar los resultados del experimento.

9. Preparación de los Geles

- Gel de poliacrilamida 5% no desnaturalizante (para EMSA)
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 Mezclar los siguientes reactivos en este orden:

EMSA Radiactivo Quimioluminiscente

TBE (1X) 34.8 mL 6.525 mL

Agua desionizada -- 6.525 mL

Acrilamida 40% 5 mL 1.884 mL

Persulfato de amonio 10 % 250 L 93.86 L

TEMED 19 L 7.11 L

Volumen total 40 mL 15 mL

 Agitar cuidadosamente evitando hacer burbujas de aire.

 Verter la mezcla a los vidrios, cuidando de no introducir burbujas de aire.

 Cuidadosamente, insertar un peine limpio.

 Dejar polimerizar el gel.

- Gel de poliacrilamida desnaturalizante (para Western blot)

 Mezclar en este orden los siguientes reactivos:

Separador (10 %) Concentrador (4 %)

Acrilamida 30 % : bisacrilamida 0.8 % 5 mL 1.7 mL

Amortiguador Tris 1.5 M pH = 8.8 3.75 mL --

Amortiguador Tris 0.5 M pH = 6.8 -- 2.5 mL

Agua desionizada 6.2 mL 5.7 mL

Volumen total 15 mL 10 mL

SDS 10% 150 L 100 L

TEMED 10 L 10 L

Persulfato de amonio 10% 50 L 40 L

 Agitar cuidadosamente evitando hacer burbujas de aire.

 Verter la mezcla del gel separador a los vidrios, cuidando de no introducir 

burbujas de aire.

 Dejar polimerizar el gel.

 Verter la mezcla del gel concentrador a los vidrios, cuidando de no introducir 
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burbujas de aire.

 Cuidadosamente, insertar un peine limpio. 

 Dejar polimerizar el gel.

10.Determinación de proteínas totales por el método de Bradford [Kruger, 1994].

- Procedimiento: 

 La muestra es el extracto proteico obtenido según la técnica para la que se 

requiera.

 Preparar en tubos limpios de microcentrífuga de 1.5 mL una curva estándar 

utilizando ASB 1 g/L, de la manera siguiente:

Concentración final de ASB ASB L H2O L

2 g 2 798

4 g 4 796

8 g 8 792

16 g 16 784

 En tubos limpios de microcentrífuga de 1.5 mL, colocar:

- 3 L de muestra si es proteína nuclear o 5 L si es proteína citoplásmica.

- Agua desionizada 797 o 795 L

 Agitar con vortex.

 Adicionar a todos los tubos (estándares y muestras) 200 L del reactivo comercial 

de Bradford.

 Agitar en vortex.

 Medir la densidad óptica a 595 nm.

 Calcular la concentración de proteína interpolando en esta curva los valores de 

densidad óptica.
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