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| RESUMEN

El estrés oxidativo resulta de la pérdida del balance entre la concentracién de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y los mecanismos de defensa antioxidante del organismo, y se ha demostrado

gue esta involucrado en diversos procesos fisiopatologicos.

Existen diversas evidencias que relacionan el estrés oxidativo con el desarrollo de cancer. Por
ejemplo, la formacién de aductos entre algunos productos de lipoperoxidacién y los nucleétidos
del DNA, o bien, altas concentraciones de peroxido de hidrogeno que pueden estar a su vez
involucradas en procesos celulares que llevan a la carcinogénesis, como la activacion del factor
de transcripcion NF-kB. Por todas estas evidencias, se han utilizado diferentes antioxidantes para
prevenir e, incluso, tratar de combatir este padecimiento. Entre los compuestos con mayor

capacidad antioxidante se encuentran los polifenoles, que son parte integral de la dieta humana.

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos estudiados y da lugar a una alta mortalidad.
Para el estudio de este tipo de cancer el modelo mas utilizado es el cancer de células renales

inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA).

Tomando en cuenta lo anterior se decidié evaluar la capacidad antioxidante de un extracto de
polifenoles de semilla de uva (GSPE) sobre el dafo oxidativo y las alteraciones que pueden estar
involucradas en la carcinogénesis renal inducida por FENTA. Para ello se estudiaron 4 grupos de
ratas (control, GSPE, FeENTAy GSPE+FeNTA), en los que se determind en la corteza renal: las
proteina oxidadas, la lipoperoxidacion, la produccion de perdxido de hidrégeno, la actividad de las
enzimas antioxidantes catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD),

y la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

Para empezar, se determiné la capacidad del GSPE para atrapar anién superdxido in vitro y se
encontré una ICso de 17.5 pg/mL. Una vez evaluada esta capacidad, se hizo una prueba piloto en
la que se administr6 FeNTA por via intraperitoneal (ip) a una dosis de 15 mgFe*/Kg y los
animales se sacrificaron a diferentes tiempos. Se encontr6 que 1 hora después de la
administracion del carcinégeno el dafio oxidativo tanto a lipidos, como proteinas, asi mismo los

niveles de peroxido de hidrégeno se encontraban en su mayor nivel.

Se realizaron cinco protocolos (I-V) buscando la dosis y el tiempo de pretratamiento con el
antioxidante que ofrecieran la mayor proteccion contra el dafio oxidativo inducido por el
carcindgeno. En estos protocolos las ratas se sacrificaron 1 hora después de la administracion de
FeNTA, y se realizaron las determinaciones ya mencionadas. Los esquemas de tratamiento con
GSPE utilizados en cada uno de los protocolos fueron: En el protocolo | 100 mg/kg peso
corporal/dia/8 dias, en el 1l 150 mg/Kg peso corporal/dia/l5 dias, en el Ill 200 mg/Kg peso



corporal/dia/25 dias En el IV 150 mg/Kg peso corporal/dia/25 dias y en el V 175 mg/Kg peso
corporal/dia/15 dias. El esquema con el que se obtuvo mayor proteccion antioxidante fue aquel del
protocolo Il, mientras que en el protocolo Il el GSPE indujo estrés oxidativo potenciando el dafio

por FeNTA en algunos de los parametros determinados.

El GSPE ofrecié proteccion contra la oxidacion de proteinas en tres de los protocolos realizados
en este estudio. EI GSPE también ofrecio proteccion contra la oxidacion de lipidos y contra la
producciéon de peroxido de hidréogeno, aunque no en todos los protocolos. Asi mismo, se
determind la actividad de las enzimas antioxidantes y la activacion del factor de transcripcion NF-
kB en el dltimo protocolo. Se observd que el FeENTA disminuyd la actividad de CAT y aumenté la
actividad de SOD; el GSPE no pudo revertir estas alteraciones. En cuanto a la actividad de GPX,
ésta no se alter6 por el carcindgeno; este resultado no concuerda con los resultados reportados
en la literatura sobre el comportamiento de esta enzima en el modelo de FeENTA. Por otro lado al
estudiar la activacion del factor de transcripcion NF-kB se encontr6 que el FeNTA en las
condiciones utilizadas en este trabajo no altera la activacién de este factor, sin embargo, este no

puede descartarse como parte del mecanismo involucrado en la carcinogénesis de FENTA.

Con estos resultados podemos concluir que el GSPE si ofrece proteccion contra el dafio oxidativo
inducido por FeNTA, pero dentro de un cierto rango de dosis. Sin embargo, si se sobrepasa este
rango de dosis se encuentra un efecto oxidante, por lo que se debe evitar el uso de dosis
demasiado altas de este extracto.



I INTRODUCCION
1. ESTRES OXIDATIVO

Se utiliza el término estrés oxidativo para denotar la pérdida del balance entre la concentracién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o de nitrogeno (ERN) y los mecanismos de defensa
antioxidante del organismo [Dotan y cols., 2004]. Se ha demostrado que el estrés oxidativo esta
involucrado en procesos fisiopatolégicos como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, artritis

reumatoide, diabetes mellitus, envejecimiento y cancer, entre otros [Khan y cols., 2003].

Las ERO se generan en la mitocondria como subproductos normales de la respiracion y en otros
lugares dentro de la célula como resultado de reacciones bioguimicas que utilizan oxigeno [Oberley
2002; Matés y cols., 1999]. Las especies reactivas de oxigeno mas comunes se muestran en la tabla
1.

Tabla 1 Especies reactivas de oxigeno mas comunes [Evans y Halliwell 2001]:

Radicales No radicales

Superoxido (O2) Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Hidroxilo (OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo (RO,) Ozono (O3)

Alcoxilo (RO") Singulete de oxigeno (O,")
Hidroperoxilo (HO,) Acido hipobromoso (HOBr)

Las ERO en bajas concentraciones tienen diferentes funciones fisiologicas que incluyen la activacion
y modulacion de sefiales de transduccion, modulacion de factores de transcripcion sensibles al
estado redox, regulacion de la actividad de enzimas mitocondriales [Oberley 2002], apoptosis [Ghosh
y Myers 1998], inmunidad [Yin y cols.,1995] y defensa contra microorganismos [Bae y cols., 1997,
Lee y cols., 1998]. Sin embargo, los niveles de ERO pueden incrementar por metales de transicién
como el hierro y el cobre o por agentes como la radiacion, el ozono y algunos productos carcinégenos
[Oberley 2002], y estas altas concentraciones pueden conducir a estrés oxidativo el cual puede

causar severas disfunciones metabdlicas y dafio a macromoléculas biol6gicas [Matés y cols., 1999].

Para protegerse contra los efectos téxicos de las ERO y modular sus funciones fisioldgicas, la célula
ha desarrollado un intrincado sistema de defensa antioxidante. Este sistema esta compuesto por
moléculas de bajo peso molecular, como las vitaminas E, C, Ay el glutatién reducido (GSH), enzimas
primarias (superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD), superdxido dismutasa de cobre y zinc

(Cu-ZnSOD) catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx)) y enzimas secundarias, (glutation reductasa



(GR) vy los sistemas de tiorredoxina) [Meister y Anderson 1983]. Otras proteinas importantes para
modular el estado redox de la célula son las que secuestran metales de transicion, asi como las
involucradas en respuesta a diferentes tipos de estrés (por ejemplo el sistema de respuesta al calor).
Cada uno de los componentes de estos sistemas antioxidantes esta especificamente
compartamentalizado en ubicaciones subcelulares como mitocondrias, peroxisomas y citoplasma
[Muse y cols., 1994, Oberley y Oberley 1997].

2. CANCER Y ESTRES OXIDATIVO

2.1 Cancer

En México el cancer se convirti6 en la segunda causa de muerte a partir de 1989
[www.incan.edu.mx]. Este padecimiento se define como el crecimiento tisular producido por la
proliferacion descontrolada y continua de células anormales con capacidad de invasion y colonizacion
de territorios normalmente reservados para otras células [Alberts y col. 2002]. Esta no es una
enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcion del tejido y célula

de origen y puede generarse de cualquier tipo de célula en cualquier tejido [Bishop y Weinberg 1996].

El cancer se considera una enfermedad genética, ya que pueden rastrearse alteraciones en genes
especificos; de hecho, se ha visto que células de diferentes tipos de cancer comparten anormalidades
en su secuencia de DNA. Sin embargo, en la mayoria de los casos, no es una enfermedad
hereditaria, ya que en este tipo de enfermedades el defecto genético esta presente en los
cromosomas de los padres y es transmitida al cigoto; mientras que las alteraciones genéticas que
llevan al surgimiento de la mayoria de los tipos de cancer surgen en el DNA de una célula somética

durante el tiempo de vida del individuo afectado. [Karp 2003].

La carcinogénesis esta relacionada con cambios en el DNA que pueden ser provocados por
diferentes tipos de agentes: a) carcinbgenos que, entre otras lesiones, provocan cambios en la
secuencia de nucledtidos del DNA; b) radiacibnes, que generalmente causan rupturas en los
cromosomas Y traslocaciones; y c) virus, que introducen a la célula DNA extrafio que contiene genes

que controlan el ciclo celular [Alberts y cols., 2002].

Hoy en dia se estan realizando muchos estudios para poder identificar las mutaciones importantes y
descubrir cémo dan lugar al comportamiento de las células cancerosas. Se han logrado descubrir
mas de 100 genes que se encuentran repetidamente alterados en células cancerosas, y se han
denominado “genes criticos del cancer”, lo que indica que su mutacién contribuye a la carcinogénesis.
Estos genes se dividen en dos clases: los proto-oncogenes, cuyas formas mutantes sobreactivadas

se llaman oncogenes, y los genes supresores de tumores [Alberts y cols., 2002].



Se ha sugerido que el cancer surge por la manifestacion de seis alteraciones esenciales en la
fisiologia celular que, juntas, dictan el crecimiento celular maligno, y las comparten muchos de los
tipos de tumores humanos: 1) autosuficiencia en sefiales de crecimiento, 2) insensibilidad a sefiales
anticrecimiento, 3) evasion de la muerte programada (apoptosis), 4) potencial replicativo ilimitado, 5)
angiogénesis sostenida, 6) invasion de tejidos y metastasis [Hannahan 2000]. Tomando esto en
cuenta se hace evidente que una sola mutacién no basta para convertir una célula normal en una
célula cancerosa, por el contrario, se ha visto que se requiere que ocurran varios accidentes en el
linaje de una célula para que se dé la carcinogénesis [Alberts y cols., 2002], es decir, el desarrollo de
cualquier tumor sigue un proceso analogo a la evolucion Darwiniana, donde una sucesién de cambios
genéticos, que confieren algun tipo de ventaja en el crecimiento de las células, llevan a la conversion

progresiva de células normales a células cancerosas [Hanahan 2000].

2.2 Estrés oxidativo y cancer

Existen muchas evidencias que relacionan el estrés oxidativo con el cancer. Se sabe que las
modificaciones al DNA que resultan del dafio oxidativo representan los primeros pasos en el proceso
de carcinogénesis. Por otro lado los productos de oxidacion de lipidos pueden atacar al DNA o a otros
lipidos provocando su oxidacion. Ademas de causar dafio oxidativo a macromoléculas las ERO
también pueden tener un papel importante en la sefializacion intracelular, como en el caso del
peroxido de hidrégeno. En cuanto a las defensas antioxidantes del organismo se ha visto que las

enzimas antioxidantes se encuentran alteradas en muchos tipos de cancer.

2.2.1 Dafio oxidativo a lipidos y DNA

Esta ampliamente demostrado que las ERO, especialmente el OH', causan dafo directo al DNA, el

cual esta intimamente relacionado con mutagénesis y el desarrollo del cancer [Oberley 2002; Floyd
1990; Wood vy cols., 1990; Cheng y cols., 1992; Le Page y cols., 1998; Okamoto y cols., 1996]. Hasta
la fecha se han identificado mas de 100 productos de oxidacion provocados por ERO al DNA, entre
los que se encuentran las rupturas de una y dos hebras, modificaciones en el esqueleto del DNA,
dafio oxidativo a las bases, creacion de sitios AP y transversiones G-T [Chipman y cols., 1998;
Cadenas y Barja 1999; Valko y cols., 2006]. El dafio oxidativo al DNA puede resultar en la
interrupcién, también conocida como “arresto”, o induccion de la transcripcién, induccion de vias de
transduccién de sefiales, errores de replicacion, e inestabilidad gendmica, todos los cuales estan

asociados con la carcinogénesis [Valko y cols., 2006].



Por otro lado, las ERO producen dafio oxidativo a lipidos, generdndose por ejemplo malondialdehido,
que es uno de los productos principales de este proceso. Este compuesto es mutagénico en
bacterias, células de mamifero y es carcind6geno en ratas, ya que puede formar aductos con la
adenina, la guanina y la citosina, lo cual puede conducir a mutaciones en protooncogenes y/o genes
supresores de tumores e incrementar asi la probabilidad de inducir células cancerosas por estrés
oxidativo [Umemura y cols., 1996; Burcham 1998; Valko y cols., 2006]. De hecho, se ha propuesto
gue el aumento en la lipoperoxidacion 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].

2.2.2 Peréxido de hidrégeno

En muchas células cancerosas se ha encontrado una alta produccion de ERO, especialmente
peréxido de hidrégeno (H.O.), lo que ha originado el concepto de “estrés oxidativo persistente en
cancer”. Estas concentraciones altas de H,O, pueden explicar algunas de las caracteristicas
anormales de las células cancerosas. Dado que esta molécula actualmente se reconoce como parte
importante en la transduccion de sefiales [Khan y Wilson 1995], se piensa que la gran cantidad de
peroxido producido por las células cancerosas es necesaria para activar y mediar las sefiales que
llevan a la activacion de factores de transcripcion sensibles al estado redox y genes que estan
involucrados en el crecimiento, proliferacion y supervivencia de las células cancerosas [Loo G 2003].
Como se puede ver en la figura 1, la gran cantidad de peréxido producido en las células cancerosas
puede incrementar la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)
dependiente de la cinasa de tirosinas de proteinas (PTK); de hecho, se sabe que el mismo peroxido
puede inducir la fosforilacion de EGFR [Meves y cols., 2001]. Este receptor inicia la cascada de
sefalizacién de Ras, que a su vez activa la cascada de protein-cinasas activadas por mitégenos
(MAPK). Asi, la concentracion alta de H,O, en las células cancerosas puede sobre activar MAPK, ya
sea directamente o a través de PTK-EGFR-Ras. Por otro lado, la activacién de MAPK puede deberse
a una disminucién en la cantidad de GSH provocada por el mismo peréxido de hidrégeno. Lo anterior
se ha propuesto ya que los dafios causados por H,O, se previenen con N-acetilcisteina, que puede
reforzar los niveles de GSH intracelular [Specht y cols., 2001]. Esta sobre-activacion de MAPK induce
un incremento en la activacion de algunos factores de transcripcion, incluyendo el Factor Nuclear
kappa B (NF-«xB), el activador de proteinas 1 (AP1) y c-myc, los cuales son sensibles al estado redox.
Estos factores de transcripcion pueden llevar a la activacion de algunos genes como ciclooxigenasa-2
(COX-2), cuya proteina esta involucrada en lo formacién de prostaglandina E,, un eicosanoide que
induce la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento y sefialamientos mitogénicos en células

de cancer de colon; metaloproteinas de matriz (MMP), que facilitan la metéstasis, y la ciclina B1, que



codifica una proteina que permite la progresion a través del punto de control de las fases G,/M para

gue ocurra la mitosis.
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Figura 1.- Posible papel del H,O; en la proliferacion de células cancerosas [Loo 2003]. El perdéxido de hidrogeno
puede conducir a la activacion de cascadas de sefializacion, que puede a su vez, llevar a un incremento en la
progresion del ciclo celular y por lo tanto a la proliferacion sostenida de las células cancerosas. H,O,= perdxido
de hidrégeno, GSH= Glutatiéon reducido, PTK= cinasas de tirosinas de proteinas, EGFR= receptor del factor de
crecimiento epidermal, MAPK= cinasas de proteinas activadas por mitdgenos, NF-kB= Factor nuclear kappa B,
AP1= activador de proteinas 1, COX-2= ciclooxigenasa 2, MMP= metaloproteinasas de matriz

2.2.3 Enzimas antioxidantes

Como ya se mencioné anteriormente, las células normales estan protegidas contra los efectos toxicos
de las ERO por diferentes enzimas antioxidantes entre otras cosas. Las células cancerosas también
generan ERO, pero se ha demostrado bioquimicamente que los niveles de estas enzimas se
encuentran disminuidos en muchos tipos de cancer; aunque también se ha visto que ciertos tipos de
tumores como los adenocarcinomas pueden tener elevados los niveles de MnSOD y CAT. En
general, se puede afirmar que todos los tipos de cancer estudiados hasta la fecha tienen alterados los
niveles de las enzimas antioxidantes en comparacion de la célula de la que se originaron [Oberley y
Oberley 1997].

Existen evidencias que relacionan las alteraciones en la actividad de las enzimas antioxidantes con la
aparicion y desarrollo de cancer; se sabe, por ejemplo, que la disminucion en la cantidad de CAT en

las células puede incrementar el riesgo al desarrollo de cancer de mama [Ahn y cols., 2005].



Hay un estudio donde se evalué la actividad de GPx, glutation-S-transferasa (GST), CAT, xantina
oxidasa (XO), y SOD en eritrocitos de pacientes con cancer de pulmon de células pequefias y no
pequefias, y se encontrd que las actividades de SOD, CAT y XO estaban siginificativamente elevados
en pacientes con ambos tipos de cancer [Kaynar y cols., 2005]. También se han observado
incrementos en la expresion de Mn-SOD en un modelo animal de cancer de ovario, asi como en
tejido primario de pacientes con esta enfermedad [Hu y cols., 2005]. En el mismo estudio se observo
gue en muestras de sangre los pacientes con cancer de ovario presentan niveles mas elevados de
sustancias reactivas al 4cido tiobarbitlrico y otros productos de oxidacién de lipidos, por otro lado los

niveles en el plasma de SOD, CAT y vitamina C disminuyen.

Estudiando los diferentes tipos de carcinoma de células renales se encontré que en los carcinomas
de células claras bajan los niveles de enzimas antioxidantes, mientras que en los de tipo granular los
niveles de SOD y CAT se encontraron elevados. Estas determinaciones se realizaron también en el
tejido adyacente a los tumores y encontraron que los niveles de enzimas antioxidantes eran iguales
gue en el tejido normal, lo que indica que estas alteraciones son propias de las células transformadas
[Oberley y Oberley 1997].

2.3 NF-KB, estrés oxidativo y cancer

Entre los factores de transcripcidén sensibles al estado redox y que estan intimamente relacionados
con el cancer se encuentra NF-kB. Este es un factor de transcripcion que esta presente en el citosol
de casi todos los tipos celulares en forma inactiva, con excepcion de células B maduras y células

plasmaticas en las que esta localizado en el nacleo unido al DNA [Magnani y cols., 2000].

NF-xB constituye una pequefia familia de proteinas diméricas de union a DNA que en mamiferos esta
compuesta por NF-kB: (RelA o p65, RelB, c-Rel), NF-kB1 (p50 y su precursor p105) y NF-xkB2 (p52 y
su precursor pl00). Estas proteinas pueden existir como hetero u homodimeros y muestran una
region N-terminal de 300 aminoacidos muy conservada, denominada dominio de homologia Rel que
es responsable de la dimerizacion, traslocacion nuclear, unién al DNA, transcripcion de genes e
interaccion con la familia de proteinas inhibidoras de NF-kB (IkB) [Magnani y cols., 2000; Ruland y
Mak 2003].

La activacion de NF-kB es regulada por multiples vias de sefalizaciéon y la contribucién de cada una
de ellas en la induccidén del factor depende del estimulo que haya recibido la célula [Li ZW vy cols.,

1999]. Esta activacion se controla por la fosforilacion, ubiquitinacion y posterior degradacién



proteosomal de IkB, lo que libera al dimero y permite su traslocacién al nacleo donde se une a su

secuencia consenso.

Este factor de transcripcion regula numerosos genes y tiene un papel importante en respuestas
inmunes, a estrés y de inflamacién; asimismo, se ha demostrado que la activacion de NF-xB controla
sefalizacién tanto pro como anti apoptética [Li y Karin 1999]. Como ya se habia mencionado en la
seccion de “cancer y estrés oxidativo” el NF-xB también tiene como blanco genes que regulan la
capacidad de invasion de tejidos y de hacer metastasis; ademas, se ha visto involucrado en la
proliferacion celular, angiogénesis, quimioresistencia e iniciacién de tumores [Wu y Kral 2005]. En
diferentes estudios se ha encontrado un NF-xB aberrantemente activado en diferentes lineas
celulares tumorales y en tejidos provenientes de diferentes tipos de leucemia y linfomas [Kucharczak
y cols., 2003], de céancer de préstata y de mama [Wu y Kral 2005], cancer gastrico [Dolcet y cols.,
2005] adenocarcinoma de pulmén [Kucharczak y cols., 2003]. Se sabe también que ciertos
carcin6genos como el 7, 12 dimetil-benz(a)antraceno (DMBA), el humo del cigarro y algunos

promotores de tumores pueden inducir la activacion del factor [Aggarwal 2004].

Se ha sugerido que la actividad de NF-xB se regula por los niveles intracelulares de ROS, pero el
mecanismo molecular involucrado aun no esta bien esclarecido; sin embargo, numerosos estudios
han mostrado que NF-xB actia como un sensor de estrés oxidativo en algunos tipos celulares. Por
ejemplo, células HelLA (células de adenocarcinoma de cerviz humano) expuestas a H,O, muestran
potente activacion de NF-xB [Fan y cols., 2003]. También se ha visto que los productos de la
lipoperoxidacion pueden inducir la activacion de ERK y MAPK p38 como respuesta al estrés
oxidativo, lo que da como resultado un incremento en la activacion de NF-xB [Je y cols., 2004]. Asi
mismo se ha demostrado que la activacibn de NF-kB se puede detectar a tiempos cortos (30
minutos), y que al utilizar antioxidantes como pirrolidina ditiocarbamato (PDCT) N-acetil-L-cisteina
(NAC), difeniliodonio (DPI) y rotenona ésta disminuye efectivamente [Sheu y cols., 2004]. Ademas,
otros experimentos demostraron que el factor de transcripcién se encuentra activado 1, 3, y 6 horas
después de la administracion del lipolisacarido de Escherichia coli tipo 0111:B4 que induce

inflamacién renal [Pocock y cols., 2003].

3. ANTIOXIDANTES Y CANCER

Por todas las evidencias que existen de la participacion del estrés oxidativo en el desarrollo de
cancer, se han hecho estudios utilizando diversos antioxidantes para prevenirlo e incluso para
combatirlo, por ejemplo, se ha reportado que incrementando el consumo de selenio se disminuye el

riesgo de desarrollar cAncer de préstata [Li y cols., 2004; Brooks y cols., 2001; Van den Brandt y



cols., 2003; Helzlsouer y cols., 2000; Yoshizawa y cols., 1998; Criqui y cols., 1991], si se aumenta el
consumo de folato en la dieta se disminuye el riesgo de desarrollar cancer de colon [Glynn y cols.,
1996; Giovannucci y cols., 1998; Kato y cols., 1999] y de seno [Zhang y cols., 2003]. En estos
estudios se ha encontrado que los antioxidantes disminuyen el dafio al DNA, la lipoperoxidacion, la

incidencia de cancer y el abatimiento de antioxidantes celulares [Cadenas y Barja, 1999].

3.1 Polifenoles

Se ha encontrado que entre los compuestos biolégicos con mayor capacidad antioxidante se
encuentran los polifenoles, que estan presentes en muchas frutas y verduras, siendo por lo tanto
parte integral de la dieta humana. En los Ultimos afios su estudio ha tenido gran auge y sus
propiedades bioldgicas, farmacoldgicas y medicinales se han revisado extensamente. Para entender
las diferentes actividades bioldgicas de estos compuestos se debe conocer su biodisponibilidad, que
estd determinada por las propiedades quimicas de los diferentes polifenoles, la desconjugacién y
reconjugacion en el intestino, absorcién intestinal y las enzimas disponibles para su metabolismo.

En la tabla 2 se muestra el contenido de polifenoles totales en diferentes frutas [Bravo 1998]. La uva
(Vitis vinifera) es de las frutas mas consumidas en el mundo [Agarwal y cols., 2000], y en esta tabla
podemos ver que el contenido de polifenoles en la uva varia entre 50-490 mg/ 100 g de masa fresca
(mf), lo que la ubica entre las frutas con mayor contenido de polifenoles. Entre el 60-70% de este
contenido de polifenoles se encuentra en la semilla [Singleton 1992; Bartolome y cols., 1996].

Tabla 2 Contenido de polifenoles en diferentes frutas expresado en mg polifenoles/ 100 g masa fresca (mf)
(Bravo 1998)

FRUTA POLIFENOLES mg/100g mf
Mora azul 135-208
Cereza 60-90
Uva 50-490
Toronja 50
Naranja 50-100
Durazno 10-150
Pera 2-25
Ciruela 4-225
Frambuesa 37-429
Grosella roja 17-20
Fresa 38-218
Tomate 85-130

3.1.1 Estructura
Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, y se biosintetizan a través de dos vias
principales: la via del acetato y la del acido siquimico, y varian desde moléculas simples, como el

acido fendlico hasta moléculas altamente polimerizadas como los taninos [Bravo 1998]. Se pueden



dividir en 10 categorias principales entre las que encontramos a los flavonoides, que son los
polifenoles més comunes en las plantas (Figura 2). Su estructura general es la de los
difenilpropanoides (CsC3C¢s) que consisten de dos anillos arométicos unidos por tres atomos de

carbono que generalmente forman un heterociclo oxigenado.

Figura 2.- Estructura basica y sistema de numeracion de los flavonoides

Dentro de este grupo tenemos a los taninos que se pueden dividir en hidrolizables y condensados.
Dentro de este Ultimo grupo se ubican las proantocianidinas (Figura 3), que son polimeros de flavan-

3-ol en grados de polimerizacion de 50 y aiin mas unidades.

/

\
2

Figura 3.- Estructura basica de las proantocianidinas. R=H procianidina, R1= H y R2= OH catequina, R1= OH y
R2= H epicatequina (Garbacki y cols., 2004)

3.1.2 Metabolismo

Uno de los primeros procesos implicados en la biodisponibilidad es su absorcién intestinal, que
depende de la estructura quimica del compuesto (grado de glicosilacion, acilacion, conjugacion con
otros fenoles, tamafio, grado de polimerizacién y solubilidad de la molécula) [Bravo 1998], asi como
del tipo celular [Williams y cols., 2004],

Después de ser ingeridos algunos flavonoides glicosilados son deglicosilados por las enzimas

presentes en la mucosa o en la microflora gastrointestinal para poder ser absorbidos. Otros



flavonoides glicosilados pueden ser absorbidos, sin ser modificados, mediante transportadores de
membrana como el transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1), la proteina asociada a
resitencia a multidrogas (MRP) o el transportador de monocarboxilato (MCT) [Walle 2004]. Una vez
absorbidos, los polifenoles pueden ser conjugados por glucuronidacion, sulfatacion y metilacion y
formar aductos con el GSH en el intestino delgado, el higado y otros drganos; estas modificaciones
determinan su destino en el metabolismo. Aquellos flavonoides que no son absorbidos en el tracto
gastrointestinal superior llegan al colon, alli la microflora los convierte en metabolitos que pueden ser

absorbidos y entrar a la circulacién enterohepatica [Yang y cols., 2001].

Las modificaciones que sufren los flavonoides alteran su naturaleza antioxidante clasica, ya que la
estructura basica sufre modificaciones, se ha visto que los metabolitos de glucuronidacién, O-
metilacién y los aductos con GSH de los polifenoles tienen menor habilidad para donar protones y son
menos efectivos para atrapar radicales que la molécula original [Walle 2004; Williams y cols., 2004].
Sin embargo la actividad antioxidante no se pierde por completo y muchos otros flavonides no sufren

estas modificaciones.

3.1.3 Actividad antioxidante

Los flavonoides (incluyendo a las proantocianidinas) poseen propiedades anticarcinogénicas,
antivirales, antibacteriales, anti-inflamatorias, anti-alérgicas y vasodilatadoras gracias a su actividad
antioxidante. Se ha visto que las proantocianidinas inhiben la peroxidacion de lipidos, la agregacién
de plaquetas, la fragilidad y permeabilidad capilar y que afectan sistemas de enzimas que incluyen la
fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa [Fine 2000]. Bagchi y colaboradores demostraron
gue el extracto de proantocianidinas (un tipo de flavonoide) de la uva (Vitis vinifera) (GSPE) presenta
una biodisponibilidad muy alta y proporciona mayor proteccion contra radicales libres,
lipoperoxidacion y dafio al DNA que las vitaminas E, C y B- caroteno [Bagchi y cols., 2002]. El GSPE
también demostré una excelente proteccion contra el dafio por sobredosis de acetoaminofén tanto en
higado como en rifidén de ratdn; contra el dafio al miocardio por isquemia y reperfusién; induce al gen
bcl2 e inhibe al oncogen c-myc [Bagchi y cols., 2002]. Otros autores demostraron que en humanos
voluntarios que recibieron 110 mg de procianidinas (Dimeros de flavonoides) por 30 dias disminuye el

dafo oxidativo al DNA de linfocitos y aumentan los niveles de a-tocoferol [Simonetti y cols., 2002].

Las principales caracteristicas que tienen los flavonoides para llevar a cabo su actividad antioxidante
son 1) un grupo o-difendlico en el anillo B, 2) la conjuncion de la doble ligadura 2,3 y la funcién 4-
oxo en el anillo C, y 3) los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 en el anillo A (Figura 6)[Bravo
1998; Yang y cols., 2001].
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Figura 4.- Las caracteristicas moleculares contenidas en los 6valos son las responsables de la capacidad
antioxidante de los flavonoides

Se ha sugerido que los flavonoides pueden atrapar las elevadas cantidades de H,O, que se producen

constitutivamente en las células cancerosas, bloqueando, por lo tanto, el sefialamiento por MAPK, la

activacion de factores de transcripcion NF-xB y AP1 y por altimo la expresién de genes de respuesta

gue estimulan la proliferacién de células cancerosas [Katiyar y cols., 2001; Manna y cols., 2000; Yu y

cols., 2001].

Las principales caracteristicas de los flavonoides que se han demostrado experimentalmente son:

=  Quelan moléculas de hierro libres.

= |[nterfieren con la oxidacién de lipidos y otras moléculas gracias a la rapida doncién de un atomo
de hidrégeno a los radicales.

= Inhiben no-competitivamente a la xantina oxidasa, que es un generador importante de radicales
libres.

= Inhiben a la hialuronidasa, elastasa y colagenasa, que pueden degradar estructuras del tejido

conectivo [Murray y cols., 1999].

3.1.4 Actividad anticancerigena

Ademas de actuar como antioxidantes, los polifenoles pueden ejercer efectos modulatorios en
algunos componentes de cascadas de sefializacion celular como la de PI3K, y las de las MAPK entre
otras [Williams y cols., 2004]. Los flavonoides tienen también la capacidad de unirse a los sitios de
unién de ATP de ciertas proteinas como la ATPasa mitocondrial, proteina cinasa Ay C y la
topoisomerasa, lo que provoca un cambio en la estructura tridimensional de las proteinas y por lo
tanto la pérdida de su actividad [Williams y cols., 2004]. Ademas se ha visto que pueden actuar
directamente en la mitocondria modulando el poro de transicién mitocondrial que controla la liberacion
del citocromo C durante la apoptosis o bien modulando factores pro-apoptéticos como DIABLO/smac.
Por ejemplo, se ha visto que la quercetina, un flavonoide ubicuo en la naturaleza, en pequefias
cantidades puede activar las MAPK llevando a la expresion de genes de supervivencia y defensa; sin

embargo si se incrementa la cantidad del compuesto se puede activar la via de las caspasas,
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llevando asi a la apoptosis [Williams RJ y cols., 2004]. Por otro lado el resveratrol, un polifenol
presente en la uva, induce la interrupcion

del ciclo celular en la fase G1 en células A431 de carcinoma epidermoide [Ahmad Yy cols., 2001], y
se ha sugerido que este compuesto induce apoptosis via la activacion de JNK que lleva a la
fosforilacion y, por lo tanto, a la activacion de p53, factor que activa genes que promueven la
apoptosis como Waf-1 o BAX [Shih y cols., 2002]. Existen diferentes estudios donde se ha visto que
el consumo de polifenoles del te verde puede reducir el riesgo a desarrollar diferentes tipos de cancer
como el de célon o el de mama en poblaciones negra o asiatica-americana respectivamente en los

Estados Unidos [Wu y cols., 2003; II'yasova y cols., 2003].

Algunos polifenoles pueden tener diferente tipo de aplicacién en la prevencién de cancer y esto
depende de las siguientes consideraciones mecanisticas [Yang y cols., 2001]:

1) Algunos polifenoles pueden inhibir la activacion de carcin6genos catalizada por el citocromo
p450.

2) Muchos polifenoles inducen enzimas de fase Il que pueden facilitar la eliminacion de algunos
carcindgenos o0 sus intermediarios reactivos. En este punto se debe ser cauteloso, ya que
estas enzimas pueden tener efectos pro-oxidantes en cantidades elevadas o pueden activar
algunos carcindgenos.

3) Ciertos polifenoles inhiben el metabolismo del acido araquidonico, inhibiendo la fosfolipasa A,,
la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa.

4) Las isoflavonas y los lignanos modulan la carcinogénesis dependiente de hormonas en
animales.

5) Se ha propuesto que los polifenoles modulan diferentes oncogenes, genes supresores de
tumores, y vias de transduccion de sefales, lo que provoca inhibicion de la proliferacion
celular, transformacion, y la induccién de apoptosis

Por otro lado, se ha visto que cuando los flavonoides se encuentran en altas concentraciones en el
organismo o si por causa de una herida en el tejido se liberan hierro o cobre, estos compuestos
pueden tener efectos pro-oxidantes [Bravo 1998; Yang y cols., 2001; Galati y cols., 2004]. Esta
induccién de altas cantidades de ERO se ha visto que puede iniciar el proceso de apoptosis mediante
la activacion de la cascada de MAPK o dafio irreparable al DNA. Mas aun, se ha llegado a proponer
gue las propiedades anticancerigenas de los polifenoles se dan por esta capacidad de inducir la
formacion de especies reactivas de oxigeno que son responsables de la fragmentacion apoptotica del
DNA, ya que estas dos propiedades son similares a las de algunas drogas anticancerigenas [Loo
2003; Galati y cols., 2004].
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4. CANCER RENAL

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos estudiados en el mundo, a pesar de que en 2002
se registraron mundialmente mas de 100 000 defunciones a causa de este tipo de cancer [Atkins y
cols., 2002] y su incidencia estd aumentando. Ese mismo afio se presentaron 208, 480 casos nuevos

[Staehler y cols., 20005], ubicandolo en el tercer lugar entre todos los tumores del tracto urinario.

De acuerdo a los datos obtenidos del Registro Histopatol6gico de Neoplasias de 2001 en México, se
presentaron 872 casos en hombres y 705 casos en mujeres (total 1,577 casos) falleciendo 1,289
pacientes como consecuencia del tumor, lo que representa una mortalidad del 81.7% . Esta alta
mortalidad se debe a que este tipo de cancer no presenta sintomas en etapas tempranas, por lo que
su diagndstico generalmente se da en etapas avanzadas, incluso cuando ya se ha presentado

metastasis.

Existen diferentes tipos de neoplasias renales: Los carcinomas de células renales surgen en la
corteza renal y comprenden entre el 80-85% de todas las neoplasias renales primarias. Los
carcinomas transicionales que surgen en la pelvis del rifion son los segundos mas comunes y
representan el 7-8% de las neoplasias renales. Otros tumores como los oncocitomas, tumores de
ducto colector y sarcomas renales son poco comunes. El nefroblastoma (tumor de Wilms) es comudn

en nifios y representa entre el 5-6% de todos los tumores renales primarios [Atkins y cols., 2001].

El carcinoma de células renales se puede dividir a su vez de acuerdo a la morfologia, histologia y

bases moleculares como se muestra en la tabla 3

Tabla 3 clasificacidn patoldgica de los diferentes carcinomas renales [Atkins y cols., 2001]

Tipo de carcinoma|Célula de origen I(gl/(():)ldenua
Células claras Tabulo proximal 75-85
Cromofilico Tabulo proximal 12-14
Cromofdbico Células intercaladas del tubulo colector cortical [4-6
Oncaocitico Células intercaladas del tubulo colector cortical |[2—4

Ducto colector Ducto colector medular 1

Para el estudio del cancer renal, el modelo més utilizado es el cancer inducido por el nitrilotriacetato
de hierro (FeENTA) [Bahneman y cols., 1998; Cadenas y Barja 1999; Chipman y cols., 1998; Khan y
cols., 2003; Kurokawa y cols., 1990; Leibold y cols., 2002; Li y cols., 1987; Nishiyama y cols., 1995;
Preece y cols., 1988; 1989].
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4.1 Nitrilotriacetato de hierro

El nitrilotriacetato es un acido aminocarboxilico tribasico que se utilizaba hace més de 20 afios como
substituto de polifosfatos en detergentes [Leibold y cols., 2002] y que funciona como agente quelante
gue compleja calcio, magnesio, zinc y hierro para formar con este Ultimo nitrilotriacetato de hierro
(FENTA), que es una molécula de muy facil absorcion [Preece y cols., 1989]. El dafio oxidativo
provocado por esta molécula se ha demostrado por la presencia de productos de oxidacion de
proteinas, de peroxidacion de lipidos como el etano exhalado y malondialdehido (MDA), y de
productos de dafio al DNA como 8-hidroxi-2-desoxiguanosina [Oberley T 2002; Bahnemann 1998]

gue, como ya se mencion6 anteriormente, estan ligados al proceso de carcinogénesis.

El 6rgano blanco del FeNTA es el rifion [Mizote y cols., 2002]. Se ha comprobado que una sola
inyeccion intraperitoneal (ip) de este compuesto en ratas y ratones induce dafio del tdbulo proximal
renal, puesto que es absorbido en la vena porta a través del mesotelio y pasa hacia la circulacion
gracias al higado. Debido a su bajo peso molecular este compuesto es facilmente filtrado a través del
glomérulo hacia el lumen de los tibulos proximales donde el Fe**-NTA es reducido a Fe**-NTA por la
cisteina o la cisteinglicina que surgen de la degradacién del glutation en la superficie del borde en
cepillo de los tibulos contorneados proximales, donde una gamma glutamil-transpeptidasa hidroliza el
glutation convirtiendolo en cisteinilglicina, la cual es rapidamente degradada a cisteina y glicina por
una dipeptidasa, [Singh y cols., 2003]. Esta oxidacion genera radicales superéxido (Esquema 1A) que
gracias a la reaccion de Haber-Weiss produce radical hidroxilo (Esquema 1B), el cual puede

desencadenar la cascada de lipoperoxidacion (Esquema 1C) [Preece y cols., 1989].

El dafio renal inducido por este compuesto se ha demostrado en estudios donde después de
administrar FENTA se observan nefronas irregularmente esparcidas con numerosas secciones de
células hiperplasicas en los tabulos proximales, grupos de células eosindfilas arrastradas al lumen
[Bahnemann 1998], necrosis en el tdbulo contorneado proximal, pérdida del epitelio tubular,
condensacion de la cromatina nuclear (picnosis), y parte del borde en cepillo se vuelve basdfilo.
También se ha visto que este compuesto incrementa 2.5 veces la produccion de perdxido de
hidrogeno en el rifidn [Preece y cols., 1988; 1989; Ansar y cols., 1999; Mazzon y cols., 2001]. El
incremento en la oxidacién de proteinas se puede deber también a que el FeNTA inhibe la accién de
la NADPH quinona reductasa renal, lo que lleva a un incremento en el contenido de grupos carbonilo

en las proteinas gracias a la producciéon de semiquinonas [Igbal y cols., 2003].
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Fe**NTA +e > Fe?NTA
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Esquema 1.- Reacciones del metabolismo de FENTA

Si el compuesto se inyecta de manera crénica se produce carcinoma de células renales [Okada y
Midorikawa 1982; Atar e Igbal 1998; Khan y Sultana 2005], con una alta incidencia de tumores (30-
90%), generalmente con metastasis pulmonar e invasion peritoneal en roedores. Los tumores renales
inducidos parecen ser la contraparte del carcinoma humano de células renales [Li y cols., 1987].
Similar a lo que ocurre en el cancer humano de células renales, la incidencia de céancer en ratas
macho es dos veces mayor que en hembras y los datos histopatologicos estan marcados por células
claras o de tipo granular [Li y cols., 1987; Deguchi y cols.,1995]. Algunos autores han demostrado
gue la administracion de FeNTA induce la ornitina descarboxilasa (ODC renal y hepatica [Rahman y
cols., 2003], una enzima que cataliza el paso limitante en la biosintesis de poliaminas, que esta
involucrada en la proliferacion de tumores, que induce la sintesis de la quinona reductasa, que es
capaz de inactivar ciertos carcindgenos [Kandil y cols., 2002], y que es drasticamente inducida en
respuesta a promotores de tumores [Khan y cols., 2004]. Ademas, existe evidencia de que las ERO
estan involucradas en el proceso de carcinogénesis [Mizote y cols., 2002], por ejemplo se ha
demostrado en sistemas in vitro que el FENTA en presencia de H,O, causa rompimientos en casi
cada nucleétido del DNA aislado de células humanas [Inoue y Kawanishi 1987], lo cual sugiere que
este compuesto cataliza la descomposicion del H,O, en OH' [Kawanishi y cols., 2002]. Asimismo, se
ha demostrado la formacién de lesiones oxidativas al DNA como rompimientos de una y dos hebras

[Toyokuni y Sagripantini 1993], entrecruzamientos DNA-proteinas [Toyokuni y cols., 1995] y aumento
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en la formacion de 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdGuo) [Umemura y cols., 1990]. De hecho se ha
encontrado que la 8-oxodesoxiguanosina (8-0xodG) se excreta en la orina de ratas tratadas con este
compuesto [Hermanns y cols., 1998]. Por otro lado se ha demostrado un papel importante de la
formacion de aldehidos carcinogénicos como producto de la lipoperoxidaxcion en los efectos del
FeNTA, tanto in vivo como in vitro [Ichihashi y cols., 2001; Toyokuni y cols., 1994; Fukuda y cols.,
1996].

5. ANTECEDENTES DIRECTOS

En un estudio donde se administré6 FeENTA a una dosis de 9 mg/Kg peso corporal a ratas macho
Wistar se observé que el nivel de glutatién reducido disminuye, al igual que las actividades de la GST,
GR, CAT, GPx y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en el rinén. Asi mismo, se incrementan los niveles
de oxidacion de lipidos, nitrdgeno de urea en sangre (BUN), creatinina y peroxido de hidrégeno, al
igual que la actividad de la xantina oxidasa y la ornitina descarboxilasa y la incorporaciéon de timidina
tritiada, efectos que fueron revertidos por un extracto de Nymphaea alba, la rosa acuética, utilizada
como planta medicinal en la India [Khan y Sultana 2005]. Otro experimento con roedores tratados con
FeNTA, mostré que la vitamina E, un importante antioxidante endégeno, inhibe la lipoperoxidacion, la
formacion de aductos oxidativos de DNA con productos de lipoperoxidacién y el desarrollo de cancer
en riflones [Zhang y cols., 1997]. En el dafio con FeNTA, también se han probado diferentes
compuestos antioxidantes como la melatonina, resveratrol y el aceite de ajo, entre otros, tanto in vivo
[Okada 2003] como in vitro [Matos y cols., 2000].

A pesar de estas evidencias el modelo de FENTA aun no esta completamente caracterizado, por
ejemplo no se sabe si el tratamiento in vivo lleva a la activacion del factor de transcripcion NF-kB,
ademas, hasta la fecha no se han hecho estudios para determinar si hay relacion entre la activacion
del factor de transcripcion, el estrés oxidativo y los niveles de las defensas antioxidantes. Es por ello
gue en este estudio se pretende evaluar la alteracion de los niveles de ciertas defensas antioxidantes,

asi como la activacion del factor de transcripcion NF-kB .
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1l JUSTIFICACION

Existen muchas evidencias que relacionan el estrés oxidativo con el proceso de carcinogénesis y
se ha visto que algunos antioxidantes pueden proteger contra el desarrollo de ciertos tipos de

cancer. Entre los compuestos con mayor capacidad antioxidante se encuentran los polifenoles.

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos estudiados y el FeENTA es el carcindgeno
renal mas utilizado con este fin. La carcinogenicidad de este compuesto se ha relacionado con su
capacidad de generar estrés oxidativo; sin embargo no se conocen los mecanismos moleculares

involucrados.

Por lo tanto, se considerd importante evaluar si, por su capacidad antioxidante, un extracto de
polifenoles de semilla de uva (GSPE) previene el dafio oxidativo a macromoléculas como lipidos y
proteinas renales inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA) y si disminuye la producciéon de
peréxido de hidrégeno. Por otro lado, se considerd importante determinar si el FENTA altera la
actividad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GPx) y si el GSPE es capaz de prevenir esta alteracibn. También se consideré
importante determinar si la exposicion a este carcinbgeno modifica la activacién de el factor de

transcripcién NF-xB y si esto es prevenido por el GSPE en un estudio in vivo.

IV HIPOTESIS

El extracto de polifenoles de semilla de uva es capaz de proteger contra el dafio oxidativo que
puede iniciar el proceso de carcinogénesis renal inducido por nitrilotriacetato de hierro en estudios

in vivo.

V OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar la capacidad antioxidante de un extracto comercial de polifenoles de la uva (GSPE) sobre

el dafio oxidativo y las alteraciones que pueden iniciar la carcinogénesis renal inducidos por

nitrilotriacetato de hierro (FENTA).

PARTICULARES
- Evaluar la capacidad antioxidante del GSPE para proteger contra el dafio oxidativo a proteinas

como marcador de estrés oxidativo inducido por FeNTA in vivo en rifion de ratas Wistar.

- Probar el incremento en el dafio oxidativo a lipidos y en los niveles de perdxido de hidrégeno
(H.0,) inducidos por FENTA como factores de riesgo para la carcinogénesis y si el GSPE es
capaz de prevenirlo.

- Analizar el comportamiento de defensas celulares antioxidantes enzimaticas como CAT, SOD y
GPx como resultado del tratamiento con FeNTA y el efecto del GSPE sobre este comportamiento.
- Determinar si la actividad del factor de transcripcion NF-kB se modifica por la exposicion al

carcindgeno renal y si el antioxidante revierte esta modificacion.



VI METODOLOGIA

1 DISENO EXPERIMENTAL

1.1 Pruebas piloto
Se realizaron pruebas piloto para determinar el tiempo ideal de tratamiento con el carcinégeno
(FeNTA). Se utilizaron 4 ratas macho Wistar de aproximadamente 250 g de peso para cada grupo

(Control, 1 hora, 3 horas, 6 horas y 9 horas).

El FeNTA se administrd intraperitonealmente (ip) a una dosis de 15 mg Fe*'/Kg de peso corporal,
ya que a esta dosis Toyokuni y cols., [1994] encontraron el mayor dafio oxidativo a
macromoléculas. Se sacrificaron a los animales por decapitacion 1, 3, 6 y 9 horas después
[Fukuda y cols., 1996, Qi y cols., 1999, Ichihashi y cols., 2001]. Se extrajeron los rifiones, se
separd la corteza y con esta se realizaron las determinaciones de proteinas y lipidos oxidados y

los niveles de H,O; con el fin de evaluar el dafio oxidativo en cada tiempo de sacrificio.

1.2 Protocolos experimentales.

Una vez determinado el tiempo de estudio para el carcindégeno se llevaron a cabo protocolos con
los siguientes grupos: 1) control, 2) GSPE 3) FeNTA y 4) GSPE + FeNTA. Al grupo control se le
administrd el vehiculo del antioxidante (agua) via intragastrica (ig) y del carcindgeno (bicarbonato
de sodio 0.12M pH 7.4) ip; el grupo GSPE recibié el antioxidante ig 8,15 6 25 dias antes de la
administracion de FeNTA, el grupo FeNTA recibié el carcindgeno ip a la dosis utilizada en la
prueba piloto; finalmente, el grupo GSPE+FeNTA recibi6 ambos compuestos. En todos los grupos
se utilizaron 5-7 ratas macho Wistar de aproximadamente 250 g por cada grupo. El GSPE
utilizado en los protocolos fue una donaciéon de San Joaquin Valey Concentrates, Fresno CA,
EEUU.

Los animales se sacrificaron por decapitacion 1 hora después de la administracion de FENTA. Se
extrajeron ambos rifiones, se separo la corteza y con esta se realizaron las determinaciones de: 1)
Dafio oxidativo a lipidos 2) Dafio oxidativo a proteinas, 3) Niveles de H,0,, 4) Activacion del factor
de transcripcion NF-xB y 5) Actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, glutation peroxidasa

y superoxido dismutasa.



2. DETERMINACIONES

Las técnicas detalladas se encuentran en el Anexo Il

2.1 Atrapamiento de anién superdxido
La capacidad del GSPE de atrapar el anion superdxido in vitro se determin6 mediante una

modificacion al método de Oberlye y Spitz [1984], cuyo fundamento radica en que un compuesto
con actividad antioxidante inhibe la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por el atrapamiento

de los radicales superoxido generados por el sistema xantina-xantina oxidasa.
Sistema generador de superdxido
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Figura 5.- Reacciéon para determinar el atrapamineto del anién superdxido. Mientras mayor capacidad
antioxidante tenga el compuesto menor sera la absorbancia detectada.

2.2 Oxidacion de proteinas

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=0) que se
originan por accion de las ERO sobre las proteinas convirtiendo algunos aminoacidos (leucina,
valina, lisina, arginina, prolina, treonina e isoleucina) en derivados carbonilo. Ademas, los grupos
carbonilo también son productos de reacciones de rompimiento de enlaces peptidicos, e incluso
de la interaccién de los residuos de aminoacidos con productos de lipoperoxidacion como el 4-
hidroxi nonenal o el MDA [Nystrom 2005]. Esta determinacién se llevo a cabo basandose en la
reactividad de los grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina (DNPH) (figura 6) para formar
hidrazonas de proteina, las cuales absorben la luz a 370 nm. En las mismas muestras se
determiné el contenido de proteinas por absorcién a 280nm para expresar el contenido de grupos
carbonilo en nmol/mg proteina[Reznick y Packer 1994, Levine y cols., 1994, Sohal y cols., 1993].
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Figura 6.- Reaccion de DNPH con un grupo carbonilo

2.3 Oxidacion de lipidos

Uno de los marcadores clasicos de estrés oxidativo es la determinacién de productos de la
peroxidacion de lipidos que finalmente llevan a la pérdida de la funcion e integridad de las
membranas biolégicas. EI malondialdehido (MDA) es uno de los productos derivados de la
peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados, hay evidencia de su relacion con el proceso de
carcinogénesis [Burcham 1998]. Esta determinacion se llevdo a cabo con un método
espectrofotocolorimétrico especifico para MDA en el que esta molécula reacciona con N-metil 2-
fenilindol en medio acido a 45°C, lo que genera un compuesto colorido que absorbe a 586 nm. En
las mismas muestras se determiné el contenido de proteinas totales por el método de Lowry para
expresar la cantidad de MDA en nmol / mg proteina [Erdelmeier y cols., 1998, Gerard-Monier y
cols., 1998].

H-I-x. "‘-\ 1\“‘.
o 0 + 2 « +
H/u\/u\ y Ph 40-45°CH1h N Ph Ph N

éHs CH3 CHy Xx-

MDA N-Metil-2-fenilindol 586 nm

Figura 7.-Reaccion de MDA con N-metil-2fenilindol

2.4 Niveles de H,0,

Actualmente se reconoce al H,O, como una molécula involucrada en la transduccién de sefiales
intracelulares, incluyendo en los procesos cancerosos [Loo 2003].Esta determinacion se llevd a
cabo por el método de FOX, que esta basado en la oxidacion de Fe* a Fe** por el perdxido de
hidrégeno en condiciones &cidas (Reaccion 1). El idn férrico se une con el naranja de xilenol (3,3'-
bis(N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-cresolsulfona-fenoftaleina, sal sodica) para formar un
complejo estable colorido que se puede medir a 560 nm (Reaccién 2), en estas muestras se
determiné también el contenido de proteinas por el método de Lowry para expresar el resultado en
nmol de H,O, / mg proteina [Long y cols., 1999].

Fe** + H,0, ——» Fe** + OH' + OH" (1)

Fe* + XO —» Fe*--HO (2)



2.5 Activacion del factor de transcripcion NF-xB

Western Blot.- IkB-a, el inhibidor de NFkB, se encuentra en el citoplasma de las células cuando
el factor de transcripcidn se encuentra inactivo. La técnica de Western Blot comprende una
electroforesis que separa las proteinas desnaturalizadas por su peso molecular, estas proteinas
son transferidas a una membrana de nitrocelulosa y esta se incuba con anticuerpos que permiten
determinar la cantidad de la proteina deseada en el tejido o en el extracto. En este trabajo se
utilizaran los anticuerpos primario contra |kB-o de Santa Cruz Biotechnology (CAT# sc-371-G),
contra actina (CAT# sc 1616) y como control positivo de IkB-o se utilizar4 una proteina fusionada
de IkB expresada en E coli (CAT# sc-4094). Esta técnica proporcionara una medida indirecta de la
activacion del factor de transcripcién ya que se mediran los niveles de IkB-a en los diferentes
grupos de tratamiento, si el factor de transcripcion se encuentra activo la cantidad de IkB debe

disminuir.

2.6 Enzimas antioxidantes

2.6.1 Catalasa

La catalasa es una hemoproteina tetramérica que posee dos actividades: A) actividad catalitica:
descompone el H,O, a oxigeno y agua (reaccion 3), y B) actividad de peroxidasa: oxida
donadores de protones como el metanol, etanol, acido férmico y fenoles, con el consumo de 1 mol
de peréxido (reaccion 4) [Aebi H 1984]

H,0, — HO +0, (3)

ROOH + AHy -----mmemee- - HXO + ROH + A (4)

En tejidos de mamiferos, esta presente en altas concentraciones en higado y rifién, y en bajos
niveles en tejido conectivo [Nakashima y cols., 1989]. En casi todas las células, se encuentra
principalmente en los peroxisomas (80%) y la mitocondria, mientras que en los eritrocitos existe
en forma soluble [Aebi 1983].

La determinacion de su actividad de acuerdo al método de Aebi se basa en la disminucion de la
absorbancia del H,O, debido a su degradacion por la catalasa presente en la muestra [1983]. Se
lee la absorbancia a 240 nm cada 15 seg durante 30 seg (que es el periodo en el que la
descomposicién de H,O, sigue una cinética de primer orden) De acuerdo a Aebi, se usoé la
constante de reaccién de primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa, la cual
gueda definida de acuerdo a la siguiente formula: k=(1/t) (2.3Xlog Ai/A;) donde t= intervalo de
tiempo medido, A; y A, son las absorbancias del H,O, en los tiempos t; y t,. Los resultados se

expresan como k/mg proteina.



2.6.2 Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la descomposicion del H,O, y de otros perdxidos organicos
a H,O con la concomitante oxidacion del glutation reducido (GSH), que se transforma en glutatién
oxidado (GSSG) (reaccion 5). El GSSG es, a su vez, reducido a GSH por la glutation reductasa
(GSH-Rx) en presencia de NADPH (reaccion 6) formando un ciclo redox que impide que se

agoten las reservas de GSH [Harris 1992, Ichikawa y cols., 1994]-

GSH-Px
ROOH + 2GSH — ROH + H,0O + GSSG (5)

GSH-Rx
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP* (6)

Se conocen diferentes isoformas de esta enzima la cual contiene en su sitio activo un atomo de

selenio (Tabla 4).

Tabla 4. Localizacién de las isoformas de glutation peroxidasa

Isoforma Localizacion
cGSH-Px citosol
pIGSH-Px extracelular
giGSH-Px gastrointestinal
PIGSH-Px membranas

La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reaccion acoplada con la glutation
reductasa [Lawrence 1976] y se basa en la disminucién de la absorbencia a 340 nm debido a la
desaparicion de NADPH. La GPx al reducir los hidroperoxidos consume glutation reducido, el cual
es regenerado por la glutation reductasa a partir de glutation oxidado, proceso que consume
NADPH (Fig. 8). Los datos se expresan como U/mg proteina. Una unidad de GPx (U) se defina

como la cantidad de enzima que oxida un umol de NADPH por minuto.

H,0;
/ 2 GSH NADP* + H'
GPx GSH
v GSSG NADPH 3 340 nm
2 H,0

Fig. 8. Mecanismo indirecto para la medicion de actividad de GPx



2.6.3 Superdéxido dismutasa
La superoxido dismutasa es una metaloenzima que cataliza la conversion del anién superdxido en

oxigeno molecular y H,0,: (Reaccién 7)

02°~"+02° " + 2H" - H202 + 02 (7)

En las células eucarifticas existen tres isoformas de SOD [Ho y cols., 1991], dos de estas
isoformas contienen en su sitio activo cobre y zinc (Cu,Zn-SOD), y la tercera contiene manganeso
(Mn-SOD). Una de las isoformas de CuZn-SOD se localiza principalmene en el citosol, [Weisiger
Ry Fridovich | 1973], la otra es extracelular (EC-SOD) [Oury y cols., 1996] y se localiza en fluidos
como plasma, liquido sinovial y linfa [Carlsson y cols., 1996]. La Mn-SOD se localiza en la matriz
mitocondrial [Weisiger R y Fridovich | 1973].

La actividad de la SOD se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la reduccion del azul de
nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superédxido generados por el sistema de la xantina-xantina
oxidasa [Oberley y Spitz1984] (figura 9). Los resultados se expresan en U/mg proteina. Una
unidad de SOD (U) se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la

reduccion del NBT.
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Figura 9.- Mecanismo para la medicion de la actividad de SOD

3 PREPARACION DE FeNTA y GSPE

3.1 Preparacion de FENTA

Se relizé una modificacion de la técnica de Away [Away Yy cols., 1979]. Se prepara una solucion
de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 120mM con la que se prepraran una solucién de nitrato de
hierro (FeNOz) 160mM y una solucion de &cido nitrilotriacético, sal disédica 320mM. Se mezclan
en proporcion 1 parte de FeNO; con 2 partes de acido nitrilotriacético. Se ajusta el pH a 7.4 con
NaHCO; en polvo. Una vez mezcladas ambas soluciones se deben mantener protegidas de la luz,

ya que el FeNTA es un compuesto fotolabil.



3.2 Preparacion y administracion de GSPE
Esta solucion se prepara en base a la dosis y al peso de los animales. Por ejemplo, para el primer
protocolo la dosis era de 100mg GSPE/Kg peso, para saber la cantidad de polvo que se debia
pesar se sigue la relacion:
100mg GSPE--------- 1000g rata

Kommmmmmmm oo 200g rata X=20 mg GSPE para una rata de 200g,
La cantidad obtenida se multiplica por el nUmero de animales que se deben administrar. A cada
animal se le administra alrededor de 1.5-2 mL de extracto dependiendo de su peso. Por ejemplo si
se tienen 10 ratas a las que se va a administrar el extracto se disuelven 200 mg de GSPE en 15

ml de agua. Se debe calentar un poco para disolver completamente el extracto.

El extracto se administré por via intragastrica (ig) a diferentes dosis (100, 150, 175 y 200 mg/Kg

peso corporal) durante 8,15,6 25 dias previo a la administracion de FENTA.

4 ESTADISTICA
Los datos se analizaron por analisis de varianza de una via (ANOVA). Posteriormente se utilizo la

prueba de Newman-Keuls para determinar las diferencias significativas entre los grupos.



VIl RESULTADOS

1. ATRAPAMIENTO DE RADICAL SUPEROXIDO

Para comprobar la capacidad antioxidante del GSPE, se probd su capacidad de atrapar radical
superdxido mediante una modificaciéon de la técnica de Oberley y Spitz [1984]. Se hicieron
diluciones con diferentes concentraciones de GSPE (0-120ug GSPE/mL) y se obtuvo una Cls, de
17.5 pg/mL (figura 10). Esto indica una buena capacidad antioxidante, ya que al evaluar la
capacidad de atrapamiento de radical superdxido de la vitamina C, un antioxidante clasico, se
encontro una Clsg de 120 pg/mL. Una vez evaluada la capacidad antioxidante del extracto se

realizaron los protocolos experimentales.
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Figura 10.- Atrapamiento de radical superoxido con diferentes concentraciones GSPE.
2. PRUEBA PILOTO
En esta prueba se administré el carcinégeno ip a una dosis de 15 mg Fe**/Kg peso corporal y los
animales se sacrificaron 1, 3, 6 y 9 horas después de la administracion.
En la figura 11A se observa que una hora después de la inyeccién del carcinégeno, el dafio
oxidativo a proteinas aumenta mas de tres veces respecto al control, siendo este el valor mas alto
de todos. Después de tres horas el valor disminuye hasta alcanzar el nivel control.
En la figura 11B es evidente el incremento del dafio oxidativo a lipidos 1h después del tratamiento,
mientras que a ninguno de los otros tiempos estudiados (3, 6 y 9 h) se encontraron diferencias con
respecto al control. El H,O, Unicamente se detectd en el grupo de 1h (figura 11C) y este resultado

apoya los resultados obtenidos en los otros marcadores.

Entonces, los resultados obtenidos con las determinaciones realizadas indican que el mayor
estrés oxidativo se presenta una hora después de tratar a las ratas con el carcinégeno a una dosis
de 15 mg de Fe*'/Kg de peso corporal. Con base en esto, se decidié que para los protocolos
experimentales se utilizara esta dosis y se sacrificaran a los animales una hora después de la

administracién del carcinégeno.
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Figura 11.- Efecto de la administracién de FENTA (15mg Fe®*'/Kg peso corporal) a diferentes tiempos en:
oxidacién de proteinas (A), oxidacion de lipidos (B) y peréxido de hidrogeno (C) en corteza renal. Cada
barra representa la media + EE. El valor de n estd en la base de cada columna. Los grupos con letra
diferente presentan diferencia estadistica p<0.05. ND= no detectado.

3. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

3.1 Protocolo |

En este protocolo la dosis del pretratamiento con GSPE fue de 100mg/Kg peso corporal
administrada cada 24 horas durante 8 dias por via intragastrica. En la figura 12 esta representado
el peso de las ratas a lo largo del experimento. Los pesos de los grupos estudiados no fueron
significativamente diferentes el dia del sacrificio.

Peso corporal
Protocolo |

2704

Dias de tratamiento

Figura 12.- Peso corporal de los diferentes grupos estudiados durante la administracion del GSPE
100mg/Kg peso corporal/dia (grupos GSPE y GSPE+FeNTA) o agua (grupos control y FeNTA). Cada punto
representa la media de 5-7 datos + EE.



En la figura 13A se puede ver que la cantidad de proteinas oxidadas en los grupos GSPE vy control
es muy similar, y que en los grupos tratados con FeNTA y GSPE + FeNTA se presenta un
aumento estadisticamente significativo, no habiendo diferencia entre ellos, lo que indica que el
GSPE no ofrece protecciéon contra el dafio oxidativo a proteinas en este experimento. En los
resultados de lipoperoxidacion obtenidos (figura 13B), se observa que el tratamiento con GSPE no
afecta los valores de MDA respecto al control, que en el grupo con FeNTA hay un incremento
estadisticamente significativo en la oxidacion de lipidos y que el GSPE ofrece proteccién parcial
contra el dafio oxidativo generado por el carcindgeno, ya que el grupo GSPE+FeNTA presenta
una disminucién estadisticamente significativa respecto al grupo FeNTA, pero sigue siendo
diferente de los grupos control y GSPE. En la figura 13C estan los resultados de la determinacion
de peroxido de hidrégeno, donde se ve que los grupos GSPE y control tienen valores similares
entre ellos, mientras que los grupos FeENTA y GSPE + FeNTA presentan valores mas altos, sin
diferencia estadistica entre ellos, en este caso el GSPE a la dosis utilizada no ofrecié proteccion
contra la produccion de peroxido de hidrégeno. En resumen, podemos decir que la administraciéon
de 100mg GSPE/Kg peso corporal/dia durante 8 dias ofrece solo proteccion parcial contra la
oxidacion de lipidos y no ofrece proteccidon contra la oxidacion de proteinas o los niveles de
peréxido de hidrégeno. Por lo tanto, se realiz6 otro protocolo aumentando tanto la dosis del GSPE

como el tiempo de administracion.
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Figura 13.- Efecto del pre-tratamiento intragastrica (ig) con GSPE (100mg/Kg peso corporal/dia) durante 8
dias y la administracién intraperitoneal (ip) de FeNTA (15 mg Fe*/Kg peso corporal) en: oxidaciéon de



proteinas (A), oxidacién de lipidos (B) y perdxido de hidrégeno (C) en corteza renal. Cada barra representa
la media + EE. El valor de n esta en la base de cada columna. Los grupos con letra diferente presentan
diferencia estadistica p<0.05

3.2 Protocolo Il

En este protocolo se utiliz6 una dosis mayor de GSPE (150 mg/Kg peso corporal/dia) y se
administré por un periodo de 15 dias antes de la administracién del carcindgeno. En la figura 14
podemos ver el peso de los grupos estudiados a lo largo del protocolo, y vemos que no hubo
diferencia entre los grupos el dia del sacrificio. En la figura 15A se presentan los resultados de la
determinacion de proteinas oxidadas, donde podemos ver que el valor del grupo con GSPE es
similar al del grupo control, el valor del grupo con FeNTA presenta diferencia estadistica con
respecto a los dos primeros grupos y el grupo con GSPE+FeNTA es estadisticamente diferente
del grupo con FeNTA; no existe diferencia estadistica con el grupo control, por lo que se puede
decir que en este caso existe proteccion total del GSPE contra el dafio por FeNTA. Los resultados
de lipoperoxidacion (figura 15B) muestran que el grupo con GSPE tampoco muestra diferencia
estadistica contra el grupo control en esta determinacion. EI FENTA provoca un aumento
estadisticamente significativo de la lipoperoxidacion y el GSPE ofrecid proteccion parcial contra
este efecto ya que la disminucidn en el valor de lipoperoxidacién es estadisticamente diferente del
valor del grupo tratado con FeNTA, y es diferente de aquél del grupo con GSPE. En el caso del
peroxido de hidrégeno, el grupo tratado con GSPE vy el control tienen valores similares, el FENTA
incrementa la produccién de peréxido con diferencia estadistica y el GSPE evita ese aumento de
manera parcial (figura 15C).
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Figura 14.- Peso corporal de los diferentes grupos estudiados durante la administracion del GSPE
150mg/Kg peso corporal/dia (grupos GSPE y GSPE+FeNTA) o agua (grupos control y FeNTA). Cada punto
representa la media de 5-7 datos + EE.
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Figura 15.- Efecto del pretratamiento ig con GSPE (150mg/Kg peso corporal/dia) durante 15 dias y la
administracion ip de FENTA (15mg Fe”'/Kg peso corporal) en: oxidacion de proteinas (A), oxidacion de
lipidos (B) y peréxido de hidrogeno (C) en corteza renal. Cada barra representa la media + EE. El valor de n
esta en la base de cada columna. Los grupos con letra diferente presentan diferencia estadistica p<0.05

3.3 Protocolo I

Al haber encontrado proteccion total en uno de los parametros en el protocolo anterior se pensoé
gue si se aumentaba tanto la dosis como el tiempo de administracion del GSPE se obtendria
proteccion total en todos los marcadores, por lo que se utilizé la dosis de 200 mg/Kg peso
corporal/dia, administrando el antioxidante durante 25 dias. En la figura 16 se observa el peso de
los diferentes grupos durante el estudio, y al igual que en los otros protocolos no se observa
diferencia significativa entre los grupos el dia dia sacrificio. En la figura 17A podemos ver los
resultados de la determinacion de proteinas oxidadas, donde todos los grupos presentan
diferencia estadistica entre si, es decir que el GSPE por si solo aumenté la oxidacion de proteinas;
aunque en menor proporcién que el FeNTA, y el GSPE ofrecié proteccion parcial contra la
oxidacion producida por el carcindgeno en el grupo tratado con ambos compuestos. En cuanto a
la lipoperoxidacion (figura 17B) observamos que el grupo GSPE no es diferente del grupo control,
el FeNTA provoca un aumento estadisticamente significativo de los valores de MDA, sin embargo,
a diferencia de los protocolos anteriores, el pretratamiento con GSPE potencié la lipoperoxidacion
en el grupo GSPE + FeNTA. Este comportamiento se repite en la figura 17C donde se observa el

contenido renal de peréxido de hidrégeno.
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Figura 16.- Peso corporal de los diferentes grupos estudiados durante la administracion del GSPE
200mg/Kg peso corporal/dia (grupos GSPE y GSPE+FeNTA) o agua (grupos control y FENTA). Cada punto
representa la media de 5-7 datos + ES.
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Figura 17.- Efecto del pretratamiento ig con GSPE (200 mg/Kg peso corporal/dia) durante 25 dias y la
administracion ip de FeENTA (15mg Fe®'/Kg peso corporal) en: oxidacion de proteinas (A), oxidacion de
lipidos (B) y peréxido de hidrogeno (C) en corteza renal. Cada barra representa la media + ES. El valor de n
esta en la base de cada columna. Los grupos con letra diferente presentan diferencia estadistica p<0.05

3.4 Protocolo IV
Ya que con las condiciones del protocolo anterior se encontré un efecto prooxidante se decidié
utilizar la dosis del protocolo Il, que habia dado los mejores resultados hasta el momento

(150mg/Kg peso corporal/dia), y dado que ya se habia probado esta dosis a un tiempo corto, se



decidi6 aumentar el tiempo de administracién a 25 dias con el fin de mejorar los resultados

obtenidos en dicho protocolo.
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Figura 18.- Peso corporal de los diferentes grupos estudiados durante la administracion del GSPE
150mg/Kg peso corporal/dia (grupos GSPE y GSPE+FeNTA) o agua (grupos control y FeNTA). Cada punto
representa la media de 5-7 datos + EE.

En la figura 18 podemos ver el peso de los grupos estudiados a lo largo del protocolo, y se aprecia
gue en este protocolo tampoco hubo diferencia significativa entre los grupos el dia del sacrificio.
En la figura 19A se presentan los resultados de la determinacion de proteinas oxidadas, donde
podemos ver que no hay diferencia estadistica entre los valores de los grupos GSPE y control,
qgue el valor del grupo con FeNTA presenta diferencia estadistica respecto a los dos primeros
grupos y que se obtiene proteccién parcial con el GSPE contra el dafio oxidativo inducido por el
FeNTA. Los resultados de lipoperoxidacion (figura 19B) muestran que el grupo tratado con GSPE
no es estadisticamente diferente del grupo control, que el FeNTA provoca un aumento
estadisticamente significativo de la lipoperoxidacion y que el GSPE ofrecié proteccién parcial
contra este efecto, ya que el valor de lipoperoxidacion es estadisticamente menor que el del grupo
tratado con FeNTA, pero aun diferente del control. En el caso del perdoxido de hidrogeno (figura
19C), no se detectd este compuesto en los grupos GSPE y control; por otro lado, los grupos
FeNTA y GSPE+FeNTA presentaron valores similares y mayores que los de los otros dos grupos,
por lo que se concluye que en este caso el GSPE no ofrecié proteccion contra la elevacion del

peroxido de hidrégeno tisular inducido por FENTA.
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3.5 Protocolo V

Como no se obtuvo una mejoria en la proteccion antioxidante en el protocolo anterior con respecto
al protocolo Il, se decidié6 aumentar la dosis de GSPE a 175 mg/Kg peso corporal/dia y utilizar el
tiempo de administracion que habia funcionado mejor (15 dias). En la figura 20 podemos ver el
peso de los grupos estudiados a lo largo del protocolo y, al igual que en los protocolos anteriores,
no hay diferencia significativa entre los grupos el dia del sacrificio. En la figura 21A se puede
observar que en la determinacion del dafio oxidativo a proteinas el grupo con GSPE no es
diferente del grupo control, el grupo con FeNTA tiene un valor estadisticamente mayor contra el
grupo control y se observa proteccion parcial contra el carcin6geno con GSPE. Los resultados de
lipoperoxidacion (Figura 21B) muestran que el grupo de GSPE no tiene diferencia estadistica
respecto al control, mientras que en el grupo tratado con FeNTA se incrementa el valor de
lipoperoxidacion, presentando diferencia estadistica; el GSPE también ofrecio proteccion parcial
contra este dafo. En la figura 21C se presentan los resultados de la determinacion de peréxido de
hidrogeno y se observa que los grupos GSPE y control no presentan diferencia entre ellos, y que
el GSPE no ofreci6é proteccién contra el FENTA, ya que los valores de ambos grupos no son

estadisticamente diferentes.



En ningln esquema de tratamiento evaluado se encontré proteccion total en todos lo pardmetros
como se deseaba, entonces se procedio a realizar la determinacién de la actividad de las enzimas

antioxidantes y de la activacion del factor de transcripcion NF-kB en el dltimo protocolo.

Los resultados de la actividad de las enzimas antioxidantes se muestran en la figura 22. Aqui se
observa que la actividad de la catalasa no cambia en el grupo de GSPE respecto al grupo control
(figura 22A), pero es estadisticamente menor en el grupo de FeNTA, mientras que con el GSPE
no se observé ningun efecto sobre esta alteracién. Los resultados de la determinacion de la
actividad de la glutatibn peroxidasa estan en la figura 22B, donde se observa que el GSPE
provoca un aumento estadisticamente significativo en la actividad de esta enzima respecto al
grupo control, y que los grupos con FeENTA y GSPE + FeNTA no presentan diferencia estadistica
respecto al control (figura 22B). Por ultimo, los resultados de la determinacién de la actividad de la
superdxido dismutasa total (figura 21C) muestran que en el grupo GSPE la actividad de esta
enzima es estaditicamente menor respecto al control, en el grupo con FeNTA la actividad de la
enzima presenta un incremento estadisticamente significativo respecto al control y el GSPE no

tiene efecto alguno sobre esta alteracion.
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Figura 20.- Peso corporal de los diferentes grupos estudiados durante la administracion del GSPE 175
mg/Kg peso corporal/dia (grupos GSPE y GSPE+FeNTA) o agua (grupos control y FENTA). Cada punto
representa la media de 5-7 datos + EE.
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La determinacion de la activacion del factor de transcripcion NF-kB se llevo a cabo de manera

indirecta midiendo mediante la técnic

a de Western Blot la cantidad de 1kB-a, inhibidor del factor de

transcripcién, el cual cuando se degrada libera a NF-kB; también se determind la cantidad de

actina como control de expresién interna y como control positivo se utilizé IkB expresado en E coli



como una proteina de fusién de 62 KDA (Santa Cruz #cat sc-4094). Se encontr6 que no hay
diferencia significativa en la cantidad de 1kB-a entre los cuatro grupos analizados (figura 23), por lo
gue se puede sugerir que el FeENTA en las condiciones del presente estudio no modifica la

degradacién de IkB-a
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Figura 23.- Determinacion de los niveles de expresion de IkB (37KDa) y actina (42KDa) mediantela técnica
de Western blot. Carriles 1 y 2 control, 3y 4 GSPE, 5y 6 FENTA 7 y 8 GSPE+FeNTA. Carril 9 control
positivo de IkB, (proteina de fusion 62KDa) El panel A muestra una imagen representativa de los
experminetos realizados. Analisis densitométrico de la determinacion de la cantidad de IkB por la técnica de
Western Blot (B) Cada barra representa la media + ES. El valor de n esta en la base de cada columna. Los
grupos con letra diferente presentan diferencia estadistica p<0.05

VIII DISCUSION

El cancer renal da lugar a una alta mortalidad debido, en gran parte, a que no se puede detectar
en etapas tempranas. El modelo experimental mas utilizado para su estudio es el de cancer de
células renales inducido por FeNTA, en cuyo mecanismo de accidn parece jugar un papel
importante el estrés oxidativo, sin embargo, no ha sido completamente caracterizado. Se ha
demostrado que los polifenoles tienen mayor capacidad antioxidante que muchos de los

antioxidantes mas estudiados, por lo que se considero atractivo estudiarlos en el presente trabajo.



Estos compuestos se encuentran en muchas frutas y verduras de consumo humano, como la uva.
No existen datos en la literatura donde, utilizando un extracto de semillas de uva contra el dafio
oxidativo por FeNTA, se evalle la disminucion de marcadores clasicos de estrés oxidativo como el
dafo oxidativo a proteinas, o factores de riesgo al desarrollo de cancer como el dafio oxidativo a
lipidos y la produccion de perdxido de hidrogeno. Tampoco se han evaluado los mecanismos
moleculares posiblemente involucrados en el desarrollo del cancer renal en este modelo, por lo
gue el presente trabajo contribuye a la caracterizacion del modelo de FENTA y a la busqueda de
una posible ruta de prevencion del dafio oxidativo que puede llevar al desarrollo de cancer de

células renales.

Para comprobar la efectividad del GSPE como antioxidante se determiné su capacidad de atrapar
radical superéxido in vitro (figura 11), encontrandose una Clsg de 17.5 pyg/mL. Esto indica que el
GSPE tiene una buena capacidad antioxidante, ya que se evaluo la capacidad de atrapamiejto de
radical superoxido de la vitamina C y se encontré6 una Clsg de 120 ug/mL. Estos resultados
coinciden con los reportados por Bagchi y cols. [2002b], quienes han informado que el GSPE tiene
mejor capacidad antioxidante que las vitaminas C, E y el B-caroteno in vitro. Una vez evaluada

esta capacidad atrapadora del GSPE se procedio a realizar los estudios in vivo.

En la prueba piloto se observo que 1 hora después de administrar el carcinégeno, los valores de la
oxidacion de lipidos, proteinas y produccion de peréxido se incrementan; esto coincide con los
estudios realizados por Umemura y cols. [1990b] y Qi y cols. [1999], quienes, utilizando la misma
dosis de FENTA que se uso en el presente estudio, observaron un incremento en la oxidacion de
lipidos. Entre las teorias que explican este efecto oxidativo del FENTA sobre las biomoléculas, se
ha propuesto que el Fe*" es reducido a Fe?* por productos de degradacién del glutation. Esto
puede inducir la reaccion de Fenton-Haber Weiss para producir radical hidroxilo que induce, a su
vez, la oxidacion de lipidos [Umemura y cols., 1990b]. También se ha propuesto que el FENTA
inhibe la accion de la NADPH quinona reductasa, por lo que se pueden oxidar las proteinas [lgbal
y cols., 1999].

Por otro lado, se observé que, conforme pasa el tiempo, disminuye el dafio oxidativo a las
biomoléculas y la cantidad de peroxido de hidrégeno. Toyokuni y cols. [1994] encontraron un
comportamiento similar al determinar productos de oxidacion de lipidos a diferentes tiempos
después de administrar FeENTA a la misma dosis utilizada en este trabajo. Uchida y cols. [1995],
por su parte, también encontraron un comportamiento similar en la oxidacién de lipidos y de
proteinas. La disminucion en los marcadores de estrés oxidativo entre una y tres horas indica que
paulatinamente los productos de lipoperoxidacion, como el MDA, o las proteinas que fueron
dafadas, son eliminados del organismo, y que los niveles de peréxido de hidrogeno son abatidos
por los mecanismos de detoxificacion de este compuesto. Con base en todos estos resultados, en



todos los protocolos experimentales ensayados los animales se sacrificaron una hora después de

la administracion de FENTA.

En el protocolo | se administro la dosis de GSPE mas frecuentemente utilizada en la literatura en
otros modelos (100 mg GSPE/Kg peso corporal/ dia durante 7 dias) [Ray y cols., 1999; 2000;
2000b; Bagchi y cols., 2001, Vinson y cols., 2002] y pudimos ver que bajo estas condiciones de
tratamiento el GSPE solo previno el dafio oxidativo a lipidos provocado por FeENTA, pero no
protegio contra la oxidacion de proteinas ni contra la produccion de peréxido de hidrogeno. Esto
podria deberse a que la oxidacién de lipidos dispara reacciones en cadena que amplifican el dafio
final a estas biomoléculas [Halliwell y Chirico 1993], lo que resulta en una mayor sensibilidad en la
deteccion de cambios en la oxidacién de los lipidos que en los otros pardmetros. Es decir, la
cantidad de flavonoides administrada en esta dosis provocé la disminucuén de la cascada de
lipoperoxidacion [Bravo 1998]; sin embargo, no fue suficiente para disminuir el dafio a proteinas.
Por lo tanto, para obtener una mayor proteccion contra el dafio oxidativo por FENTA se decidié

incrementar tanto la dosis como el tiempo de administracion del antioxidante.

En el protocolo Il, con una dosis de 150 mg GSPE/ Kg peso corporal/ dia durante 15 dias, vemos
que el GSPE previno el dafio oxidativo en todos los pardmetros, otorgando incluso proteccion total
contra el dafio oxidativo a proteinas, y una proteccion notable en lipoperoxidacion (47%) y en los
niveles de peréxido de hidrogeno (46%). Aun asi, la proteccion siguid siendo parcial en estos dos
tltimos parametros. En el caso de los lipidos, se puede especular que obtener una proteccion total
en su oxidacion resulta dificil, ya que los radicales generados en el mismo proceso de
lipoperoxidacion pueden oxidar otros lipidos. Las proteinas por su parte, al no seguir un
mecanismo en cascada pueden presentar una proteccion total mas facilmente. En el peroxido de
hidrogeno la dosis de FeNTA produce tal cantidad de esta ERO que las condiciones de

tratamiento con el GSPE en este protocolo no son ain suficientes para disminuirlo a nivel basal.

El hecho de encontrar proteccion total en uno de los pardmetros nos llevé a pensar que, si se
incrementaba una vez mas la dosis y el tiempo de administracién del antioxidante se obtendria
proteccion total en los tres parAmetros determinados. Por lo tanto, en el protocolo Il se utilizé una
dosis de 200mg GSPE/Kg peso corporal/dia durante 25 dias. Los resultados no fueron los
esperados, ya que el GSPE potencié la oxidacion de lipidos provocada por FENTA, asi como la
produccion de perdxido de hidrégeno. Estos resultados indican que la dosis utilizada en este
protocolo fue demasiado alta, resultando en un efecto pro-oxidante sobre los lipidos y la
produccion de peréxido de hidrégeno. Diferentes autores han reportado que los polifenoles en
altas concentraciones pueden actuar como prooxidantes [Bravo 1998; Yang y cols., 2001; Galati y
cols., 2004], esto puede deberse a que los polifenoles quelan moléculas de hierro [Murray 1999],
y si bien esto puede ayudar a su capacidad antioxidante, también puede contribuir a que tengan



un efecto pro-oxidante [Yang 2001]. Esto se debe a que el GSPE puede interactuar con el Fe*" del
FeNTA reduciéndolo a Fe**, este a su vez puede reaccionar con el oxigeno. Los productos de esta
reaccion son anion superdxido y Fe**, formandose asi un ciclo redox [Lee y Lee 2006]. El anién
superéxido puede incrementar la lipoperoxidacion, y producir peréxido de hidrogeno gracias a la
accion de la SOD [Lee y Lee 2006]. Se ha demostrado también que la auto-oxidacion de algunos
polifenoles genera radicales semiquinonas, lo que puede resultar en el incremento de la
produccion de ERO, entre ellas peroxido de hidrogeno [Akagawa y cols., 2003; Lee y Lee 2006;
Maeta y cols., 2007]. De hecho, en el caso de la oxidacién de proteinas se observé que el GSPE
por si solo induce este dafio oxidativo; por otro lado en esa misma determinacion vemos que el
GSPE disminuye el dafio provocado por FENTA, por lo que se puede especular que al encontrarse

en exceso una parte del GSPE bloquea efectivamente el dafio a proteinas inducido por FENTA.

Al haber encontrado ya un efecto prooxidante, se decidi6 disminuir la dosis del GSPE en el
protocolo IV, por lo que se utilizé la dosis del protocolo Il (150 mg GSPE/Kg peso corporal), ya que
era la que hasta el momento habia dado mejores resultados, y se pensd que al aumentar el
tiempo de administracién a 25 dias se podrian superar los resultados obtenidos es ese protocolo.
Con estas condiciones de tratamiento solo se obtuvo proteccion parcial en la oxidacion de lipidos
y de proteinas, pero no hubo proteccién en contra la produccién de peroxido de hidrégeno.

Como no se obtuvo la proteccion deseada con las condiciones anteriores, se decidio realizar un
quinto protocolo aumentando un poco la dosis, pero sin llegar a los 200 mg/Kg peso para evitar el
dafio oxidativo por GSPE, por lo que se utilizé una dosis de 175 mg GSPE/Kg peso corporal/dia.
Ademads, en vista de que el tiempo de administracién largo no proporcioné buenos resultados, se
decidié administrar el antioxidante durante 15 dias, que fue el tiempo de administracion que habia
dado mejores resultados (protocolo I). En este protocolo V se encontraron resultados similares a
los obtenidos en el protocolo IV, es decir, proteccion parcial contra la oxidacién de lipidos y

proteinas, pero ninguna proteccién contra la produccién de peréxido de hidrogeno.

El GSPE fue capaz de disminuir el dafio oxidativo a las proteinas en tres de los cinco protocolos
realizados, por lo que se puede decir que su capacidad de prevenir este dafio oxidativo se da
dentro de un cierto rango de dosis. Por otro lado, bajo todas las condiciones estudiadas, excepto
en aquellas del protocolo Il (200 mg/Kg peso corporal/ 25 dias), se encontré proteccion parcial
contra la oxidacién de lipidos, por lo que podemos concluir que, el GSPE puede proteger contra el
riesgo al desarrollo de cancer, ya que se ha demostrado que existe una relacion entre este y la
oxidacion de lipidos [Umemura y cols., 1996; Burcham 1998; Valko y cols., 2006; Gago-
Dominguez y cols., 2002], el GSPE puede proteger contra este riesgo. En cuanto al peroxido de
hidrogeno, otro factor de riesgo para el desarrollo de cancer [Khan y Wilson 1995; Meves y cols.,
2001; Loo G 2003], solo bajo una de las condiciones estudiadas (150 mg GSPE/Kg peso



corporal/dia durante 15 dias) se encontr6 proteccion parcial. Esto nos lleva a decir que el GSPE si
ofrece proteccién contra este factor de riesgo a la carcinogénesis, pero solo en un estrecho rango
de dosis. El hecho de que los niveles de perdxido de hidrégeno no hayan disminuido
significativamente en los grupos de GSPE+FeNTA en las otras condiciones estudiadas, pero si el
dafio oxidativo a lipidos y proteinas, se puede deber a que el GSPE probablemente atrapa ERO
como el anion superoxido o el radical hidroxilo mas eficientemente que al peroxido de hidrogeno.
Esta es la primera vez que se reporta el efecto del GSPE en los niveles de peroxido de hidrégeno
en un modelo in vivo. Otro aspecto importante del presente trabajo es que es la primera vez que
se reporta el efecto de un antioxidante en el dafio oxidativo a proteinas provocado por FENTA.
Este pardmetro se utiliza en la literatura para de mostrar el dafio oxidativo que provoca el
carcinogeno [Igbal y cols., 1999, Nagasawa y cols., 1997], pero en los trabajos publicados donde
se utilizan antioxidantes no se reporta el efecto de estos antioxidantes sobre el dafio oxidativo a
proteinas, y fue precisamente en este parametro donde en el presente trabajo se encontrd la

proteccion total del antioxidante.

Al no haber encontrado una proteccion total en todos los parametros estudiados bajo ninguna de
las condiciones de tratamiento con el antioxidante como se buscaba, en el dltimo protocolo, donde
se encontré una buena proteccién, se decidi6 medir las actividades de las enzimas CAT, GPx y
SOD, con el fin de conocer el estado de algunas defensas antioxidantes, asi como la activacion
del factor de transcripcion NF-kB como posible mecanismo molecular involucrado en la

carcinogeénesis por FeNTA.

En cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes se encontré que la actividad de CAT no
cambia con el antioxidante, el FeNTA la disminuye y el antioxidante no fue capaz de recuperarla.
Esta observacidbn es muy interesante, ya que se ha visto que los niveles de la enzima se
encuentran disminuidos en diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer renal de células claras
[Oberley y Oberley 1997]; mas aun, se ha visto que esta disminucién incrementa el riesgo al
desarrollo de cancer de mama [ Ahn y cols., 2005; Valko y cols., 2006]. Lo mas interesante de
esta observacion es que en el presente estudio se trabajé con un carcinégeno renal administrado
de manera aguda y, al igual que en los reportes de la literatura antes mencionados, se encontré
una disminucién en la actividad de CAT, lo que puede indicar que esta alteracién es un factor de
riesgo al desarrollo de cancer desde etapas tempranas. En el caso de la actividad de GPx, se
encontr6 un aumento en el grupo tratado solo con GSPE, pero el carcin6geno no altera su
actividad. Se ha propuesto que la GPX es una defensa antioxidante importante a bajos niveles de
estrés oxidativo [Valko y cols., 2006], por lo que se puede pensar que el GSPE en las condiciones
de este protocolo puede estar incrementando ligeramente los niveles de estrés lo que llevo a la
activacion de la enzima. Sin embargo, en diferentes modelos de estrés oxidativo el

comportamiento de la actividad de esta enzima es controversial. Por ejemplo, se ha visto que la



actividad de GPx baja en el cerebro de ratones tratados con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
terahidropiridina (MPTP), un compuesto que induce estrés oxidativo [Chen y cols., 2007]. Por otro
lado, Igbal y cols. [1998] e Igbal y Athar [1999] encontraron que el FeNTA disminuye la actividad
de GPX, pero estos resultados no concuerdan con los resultados del presente trabajo, ya que
nosotros no encontramos alteracion en la actividad de la enzima por FeNTA. Sin embargo, en
ambos sacrificaron a los animales a tiempos mas largos del utilizado en el presente estudio, lo que
podria indicar que el cambio en la actividad de esta enzima no se aprecia a tiempos cortos. En un
estudio donde se utilizé un extracto de un hongo de la familia de los basidiomicetos contra el dafio
por FeENTA, se encontrd6 que la actividad de GPx se incrementa 12 horas después de la
administracion del compuesto [Ye y cols.,, 2003]. En estas inconsistencias pueden estar
involucrados el tipo de estrés oxidativo y el tiempo al que se realizaron los estudios. Estos
resultados, aunados a los del presente trabajo parecen indicar que el comportamiento de GPx no
es muy constante en este modelo. Por dltimo, la actividad de SOD disminuyé en el grupo con
GSPE, y el FeNTA la incrementé. En un estudio donde se vio el efecto del ejercicio continuo en
musculo esquelético de rata, se encontré que la actividad de esta enzima se incrementa como
resultado del estrés oxidativo inducido por el ejercicio [Pinho y cols., 2006]. Se sabe que el FeENTA
es capaz de generar anion superoxido [Preece y cols., 1989], por lo que también podria inducir el
aumento de la actividad de esta enzima. Interesantemente, en otro estudio en pacientes con
cancer de pulmén de células pequefias y no pequefias, Kaynar y cols., [2005] encontraron que el
nivel de SOD se incrementa con respecto al control, lo cual podria indicar que el incremento de la
actividad de esta enzima es un factor que esta relacionado con el riesgo al desarrollo de cancer.
El GSPE no es capaz de recuperar las alteraciones en la actividad de CAT ni de SOD. No se
puede descartar un posible efecto del GSPE en la alteracion de la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT y SOD, ya que este se puede dar a un tiempo mas largo [Ilgbal y cols., 1998,
Igbal y Athar 1999].

En cuanto a la activacion del factor de transcripcion NF-kB, se encontr6 que ninguno de los dos
compuestos altera la cantidad de Ikb, que es una medida indirecta de la activacion de NF-kB. Por
otro lado, en este estudio se evalud la expresion de IkB-a, sin embargo kB es toda una familia de
proteinas entre las que se encuentran IkB-a, IkB-B3, 1kB-¢ e 1kB-y. Cada una de estas proteinas
inhibe un dimero diferente de proteinas que componen a NF-kB, IkB-a inhibe el dimero
compuesto por Rel A y c-Rel [Magnani y cols., 2000], por lo que se puede sugerir que en este
caso no se esta activando este dimero en particular y es por ello que no vemos un cambio en la
cantidad de IkB-a, aunque no se puede descartar la posibilidad de que otro(s) dimero(s) se
activen, por lo que seria interesante medir otros componentes de la familia de 1kB. Se esperaba
ver cambios a tiempos cortos ya que Pocock y cols. [2003] realizaron un estudio donde
determinaron la activaciéon de NF-kB en glomérulos de ratas Wistar tratadas con LPS, lo que
provocé el incremento de la activacion del factor desde una hasta 6 horas después de la inyeccién

del compuesto. Oya y cols. [2001] determinaron la activacion de NF-kB en diferentes lineas



celulares de cancer de células renales expuestas al ligando inductor de apoptosis relacionado con
el factor de necrosis tumoral (TRAIL) y encontraron que NF-kB se activa a partir de los 30 minutos
posteriores a la incubacién con TRAIL. No existen trabajos publicados en los que se estudie el
comportamiento a diferentes tiempos activacion de NF-kB en el modelo de carcinogénesis por
FeNTA, con los resultados del presente estudio se puede decir que una hora después de la
administracion de FeNTA no se detecta ningun cambio en la cantidad de esta proteina, sin
embargo, no se puede descartar como mecanismo, ya que este puede activarse a tiempos mas
largos o bien podrian estar involucrados otros dimeros. Otra estrategia que seria Util para evaluar
efectivamente la activaciéon de este factor de transcripcion es la técnica de retardo de la movilidad
electroforética (EMSA), en la que el factor de transcripcion activado presenta un reterdo en el

corrimiento electroforético respecto al factor no activado.

Ya se han utilizado algunos antioxidantes como vitamina E, melatonina, resveratrol y aceite de ajo
para disminuir el dafio causado por FENTA, y se ha encontrado que estos antioxidantes inhiben la
lipoperoxidacion, la formacion de aductos oxidativos de DNA con productos de lipoperoxidacién y
el desarrollo de cancer en rifiones [Zhang y cols., 1997; Okada 2003; Matos y cols., 2000]. Qi y
cols. [1999] utilizaron diferentes concentraciones de melatonina para prevenir el dafio producido
por FeNTA, y encontraron una disminucion total de la oxidacion de lipidos cuando se administro la
melatonina en una dosis de 50 mg/Kg peso 30 min antes de la inyeccion de FeENTA. Estos autores
encontraron un aumento de lipoperoxidacion por FeNTA de 1.5 veces respecto al control y una
disminucion por el antioxidante es de 1.7 veces respecto al grupo con FeNTA. Igbal y cols. [1998]
por su parte, encontraron que el FeENTA incrementa la lipoperoxidacion 1.9 veces respecto al
control y la vitamina E disminuye este dafio 0.78 veces respecto al grupo con FeNTA, esto
representa una proteccién parcial. Por otro lado, en 1999 Igbal y Athar utilizaron aceite de ajo para
disminuir el dafio oxidativo por FeNTA y encontraron que el valor de lipoperoxidacion se
incrementa 1.6 veces con el FeNTA y que el aceite de ajo ofrece disminuye este dafio 0.48 veces,
lo que representa una proteccion parcial. En otro estudio [Singh y cols., 2003] utilizaron carvediol
(un antagonista de adrenoreceptores utilizado en el tratamiento de hipertension) y trimetazidina
(una droga anti-isquémica) par disminuir el dafio por FENTA, determinaron el dafio oxidativo a
lipidos. Y encontraron que el FENTA incrementa este dafio 2.9 veces y que ambos compuestos
reducen el dafio 1.63 veces, lo que representa una proteccién parcial. En el presente trabajo
también se encontrd proteccién parcial, pero el aumento de la lipoperoxidacion por FeNTA fue de
9 veces y la disminucién por el GSPE es de 4.28 veces respecto al grupo de FeNTA. En cuanto a
la produccion de peréxido de hidrégeno producidos por FeNTA, Igbal y cols., [1998] encontraron
gue el FeNTA incrementa 2.21 veces la produccion de perédxido respecto al control, mientras que
la vitamina E disminuye esta produccion 0.64 veces, Igbal y Athar [1999] por su parte encontraron
gue el FeNTA incrementa 2.04 veces la produccién de peréxido de hidrogeno y el aceite de ajo

disminuye 0.39 veces esta produccién. Cuando en el presente estudio el incremento en la



produccion de peroxido de hidrégeno por FENTA es de 5.4 veces y la disminucion por el GSPE es
de 2.46 veces. Este es el primer trabajo que reporta el efecto de un compuesto antioxidante en la
oxidacion de proteinas inducida por FeNTA, y cabe resaltar que se encontrd proteccion total

contra este parametro con las condiciones de tratamiento del protocolo II.

Como se puede ver en el presente trabajo el FENTA en provoca un incremento mucho mayor
tanto la lipoperoxidacion como la produccion de peroxido de hidrégeno que en otros trabajos
reportados en la literatura y el GSPE disminuye de manera mas importante la oxidacion de lipidos
y la produccion de peroxido de hidrogeno provocados por el carcindgeno, por lo que, por lo menos
en estos marcadores de estrés oxidativo, el GSPE parece tener una mejor capacidad antioxidante

que los otros compuestos.

A pesar de los esfuerzos para obtener una proteccion antioxidante total ésta nunca se logro, y
parece que el GSPE no presenta un comportamiento claro dependiente de dosis o tiempo, por lo
gue se considera dificil poder encontrar las condiciones adecuadas para trabajar con este extracto
en el presente modelo. Todos estos resultados contribuyen a la caracterizaciéon del GSPE como

antioxidante.



IX CONCLUSIONES

El GSPE tiene propiedades antioxidantes notorias tanto in vivo como in vitro.

El esquema de tratamiento con GSPE que ofrece la mejor proteccidon antioxidante fue
el utilizado en el protocolo Il (150 mg GSPE/Kg peso corporal/dia durante 15 dias).

Un esquema de tratamiento con 200mg GSPE/Kg peso corporal/dia durante 25 dias
provoca un efecto prooxidante.

El GSPE es capaz de proteger contra factores de riesgo al desarrollo de cancer como
la oxidacién de lipidos y la produccién de peroxido de hidrégeno, pero es muy
importante tomar en cuenta el esquema de tratamiento.

El GSPE puede disminuir la oxidacién de proteinas dentro de un cierto rango de dosis.
El FeNTA altera la actividad de las enzimas CAT y SOD, pero no la de GPx, las dos
primeras pueden ser alteraciones que incrementan el riesgo al desarrollo de cancer.

El GSPE en este modelo funciona mejor como antioxidante comparado con los otros
compuestos utilizados en la literatura contra el dafio oxidativo inducido por FENTA, ya
que disminuye en mayor proporcién el dafio oxidativo inducido por el carcinégeno.

Los niveles de IkB-a no se ven alterados una hora después de la administracion del

carcinégeno.



ANEXO | CERTIFICADO DE ANALISIS GSPE

SAN JOAQUIN VALLEY CONCENTRATES

Providing World-Class, Natural Products To Improve People's Lives

Name of the Product

Lot Number
Type of Material

Chemical Classification
Physical Classification

Plant Part

Extraction Solvent
Date of Manufacture

Analytical Results

Identification

Total Phenolic Content*
Monomer Content*
Oligomeric Polyphenol Content*

Loss on Drying
Solubility

pH (1% Solution)
Bulk Density
Tap Density
Metals Analysis
Arsenic (As)
Cadmium (Cd)
Lead (Pb)
Mercury (Hg)

Particle Size Distribution

Wi1. % Retained on 100 Mesh

Microbiological Assays
Total Plate Count (Cfu/gm)

Yeast (Cfu/gm)
Mold (Cfu/gm)
E. Coli (Cfu/gm)
Staph. Aureus

Salmonella (Cfu/gm)
*Results reported on a dry weight basis

Analytical Results

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ActiVin GSE 2000-RD
2002060109F

Grape Seed Extract
Organic, Nutritive
Powder, Non-Fibrous
Grape Seed (Vitis vinifera)
Water

June 1, 2002

Specifications

Passes
83.6%
2.7%
81.0%
5.9%
99.1%
4.3
0.33 g/ce
0.50 g/cc

<1 ppm
<1 ppm
<1 ppm
<0.2 ppm

0.2%

300

<10

<10
Not Detected
Not Detected
Not Detected

To Pass Test
>80% (as GAE)
<or=5.5%
>75% (GAE)
<8%
>98% (GSE Method)
>3.0 and <5.0
0.20 to 0.35 g/cc
0.30 to 0.50 g/cc

<5 ppm

<1 ppm

<1 ppm
<0.2 ppm

<2%

<1000
<100
<100
<3
<3
Not Detected (25 grams)

Shelf Life: 2 years when stored in original containers in a cool, dry location with all liners sealed.

Confirmation that specification data from independent laboratory is accurately
disclosed on this Certificate of Analysis:

San Joaquin Valley Concentrates

By: VLﬂkﬂM}" ﬁh"‘ﬁcmé/\_

Date:

October 10, 2002

SAN JOAQUIN VALLEY CONCENTRATES, 5631 E QLIVE AVE., FRESNO. CA 93727-2708

TOLL FREE: 1-800-557-0220

PHONE: (559) 458-2500

FAX: (659) 458-2564



ANEXO Il TECNICAS Y SOLUCIONES
1 ATRAPAMIENTO DE RADICAL SUPEROXIDO [Oberley y Spitz1984]

Se utiliz6 la misma técnica de actividad de SOD para realizar esta determinacién (ver mas
adelante en este anexo). En este caso solo se obtiene el % de atrapamiento, ya que no se puede
calcular la cinética del proceso:

Ejemplo de calculo:

Tubo 100% reduccién NBT absorbancia promedio= 0.2158
Muestra absorbancia= 0.154

0.2158-100%
0.154-X X= 71.36% reduccién de NBT por lo tanto se atrapé 100-71.36= 28.6% radical
superoéxido

Para obtener la Clsy se obtiene la ecuacién de la curva:
y =24.177Ln(x) - 12.963

y se calcula el valor deseado.

2 OXIDACION DE PROTEINAS [Reznick y Packer 1994, Levine y cols., 1994, Sohal y cols. ,
1993]

2.1 Preparacion del homogenizado y técnica
1. Pesar 100mg de tejido y homogenizar en 900 pL de buffer de fosfatos 50 mM EDTA 1mM,
triton 0.1% c/inhibidores de proteasas.
2. Centrifugar las muestras 20 min a 32000 xg a 4°C en tubos eppendorff, tomar el

sobrenadante (muestra).

3. Tratar las muestras con sulfato de estreptomicina 10% durante 12 hrs a 4°C colocando 200
uL de sulfato de estreptomicina a 600 uL de homogenado.

Centrifugar 10 min a 3500 xg a 4°C

Hacer 2 tubos por muestra

Blanco: 150 uL homogenado + 600 pL HCI 2.5 M

Problema: 150 uL homogenado + 600 uL DNPH 10 mM
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Agitar los tubos e incubar 1h a temperatura ambiente en obscuridad. Agitar cada 15
minutos.

9. Adicionar 750 uL de TCA 20%.

10. Agitar en vortex

11. Incubar los tubos a 4°C por 10 min.

12. Centrifugar por 10 min a 4°C a 5000 xg.

13. Descartar el sobrenadante.

14. Resuspender el botén con 600 pL de TCA 10% a temperatura ambiente

15. Centrifugar los tubos 10 min a 5000 xg a 4°C



16. Decantar el sobrenadante.

17. Realizar 3 lavados con 600 uL etanol-acetato de etilo (1:1). Ayudarse con pipeta

18. Para el ultimo lavado centrifugar los tubos 15 min a 6850 xg a 4°C.

19. Dejar que se evapore bien el etanol-acetato de etilo en el Gltimo lavado (campana)
20. Resuspender el boton en 1mL de guanidina 6 M en solucién de fosfatos 20mM pH 2.3
21. Leer todos los tubos a 370 nm (visible)

22. Calibrar con guanidina 6M

PREPARACION DE LA CURVA PATRON

1.Preparar una curva de albumina en guanidina.

[ABS] puL ABS 4 mg/mL | Guanidina pL
mg/mL en Guanidina

1 |0.26 65 935

2 0.5 125 875

3 1 250 750

4 2 500 500

2.Leer solo los tubos blanco (con HCI) en esta curva. Para obtener el contenido de proteinas
en el ensayo a 280 nm (UV)

3.Calibrar con guanidina 6 M.

2.2 Calculos:
EJEMPLO: Se usa el coeficiente de absorciéon de la DNPH (22,000 M™* cm™) para calcular el

contenido de carbonilos. Los resultados se expresan como nmoles de carbonilos/mg de proteina.

Muestra

(AbS problema Absblanco {

45.45 _ nmol
mg _ proteina /) mg _ proteina

*El factor de 45.45 se obtiene:

El coeficiente de extincion mola de DNPH usado para calcular la [ ] de carbonilos, donde C es la [ ]
de DNPH/mL

£=22000 M = 22000/(10° nmol/mL)

Abs Abs

= 2 2x10° /16° = AAbs * 45.45
& .ZX




2.3 Soluciones

Buffer de homogenizacion: buffer de fosfatos 50 mM pH=7.4 con leupetina (5 xg/mL), pepsatina A
(7 xg/mL) vy aproptonina (5 xg/mL) y EDTA 1 mM.

Pesar

100mL
NaH,PO, 0.4194g
Na,HPO, 0.278g
EDTA-Na, 0.0372g
Leupeptina 0.0005¢g
Pepstatina A 0.0005g
Aprotinina 0.0007g
Tritdn 0.1mL

Disolver todos los componentes en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a 4°C
NOTA: Los inhibidores se afiaden al momento que se va a utilizar el buffer

Sulfato de estreptomicinal0% en Amortiguador de fosfatos 50 mM c/inhibidores de proteasas,
EDTA, tritdn.

Para preparar 10 mL
Pesar 1 g. de sulfato de estreptomicina, disolver en amortiguador de fosfatos 50 mM c/inhibidores,
EDTA y Tritdn.y aforar

Solucion de HCI 2.5 M (0.05 L):
Tomar 10 mL de &cido clorhidrico 37% y aforarlo a 50 mL

DNPH 10mM
Pesar

25 mL
DNPH 10 mM 49.5 mg

Disolver en HCI 2.5 M y aforar

Acido Tricloroacético TCA 20%(w/v)

Pesar 20g TCA y disolver en 100 mL H,O.
Almacenar a temperatura ambiente.
NOTA: Pesarlo en vidrio

TCA 10% (&cido tricloroacético)

Pesar 10 g TCA y disolver en 100 mL H,0
Almacenar a temperatura ambiente.
NOTA: Pesarlo en vidrio

EtOH: Acetato de etilo 1:1 (v/v)
Mezclar cantidades iguales de EtOH absoluto y de acetato de etilo.
Almacenar a 4°C.

Solucién de fosfatos 20 mM pH=2.3
Pesar

200 mL

K;HPO,.3H,O [0.7584 g




Disolver en agua destilada, ajustar pH y llevar al volumen deseado.
Almacenar a temperatura ambiente

Guanidina-HCI 6.0M:

Pesar

20 mL

Guanidina-HCI 11.4636 g

Disolver en solucién de fosfatos 20 mM pH 2.3 y llevar al volumen deseado.

AlbUmina sérica bovina 4mg/mL en quanidina 6M

Pesar 0.04g de ABS, disolver y aforar a 10 mL con guanidina 6M
Almacenar a 4°C

3 OXIDACION DE LIPIDOS [Erdelmeier y cols. 1998, Gerard-Monier y cols. 1998].
3.1 Preparacion del homogenizado
1. Lavar el rindn en solucidn salina isotdnica fria (NaCl 0.9%)
2. Pesar 0.1 g de tejido
3. Preparar homogenizado en 1 mL de buffer de fosfatos 20 mM a pH 7.4
4. Centrifugar el homogenizado a 3000 xg a 4°C por 10 min para remover las particulas
grandes
Tomar el sobrenadante
Mantener las muestras en hielo previo al ensayo. Si no se van a utilizar inmediatamente
congelarlas a -70°C, una vez descongelada la muestra no puede ser recongelada.
3.2 Técnica
1. Afadir un volumen (6mL) de metanol 100% a tres volimenes (18mL) del estandar 10 mM
de 1metil-2fenilindol en acetinitrilo (reactivo A).
Poner en tubos de ensayo 200uL de muestra.
Afadir 650 pL del reactivo A.
Agitar suavemente en el vortex.
Afiadir 150 pL de HCI 37% (12N).
Mezclar bien y tapar los tubos.
Incubar a 45° C + 1 °C por 60 min.
Centrifugar los tubos a 15 000 xg por 10 min
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Transferir el sobrenadante a una celda.

10. Leer la absorbancia a 586 nm.

Blanco de muestra
Se sugiere medir un blanco de muestra para corregir la contribucién de la muestra a 586 nm. Este
blanco se hace afiadiendo 650 pL de acetonitrilo/metanol (75/25%) en lugar del reactivo A. La

adicion del 4cido y la incubacion de la muestra se llevan a cabo como se describi6 previamente.



PREPARACION DE LA CURVA PATRON
1. Diluir 1/500 (v/v) en agua el estandar 10 mM de 1,1,3,3 tetrametoxipropano en buffer Tris-
HCI 20 mM pH 7.4 para obtener un stock 20 pM

2. Pipetear las siguientes cantidades de reactivos:

Tubo Stock (L) Agua o buffer (uL) | Concentracion TMOP (uM)
Blanco 0 200 0

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

3.3 Calculos
1. Usando los datos obtenidos calcule la absorbancia neta de las muestras a 586 nm
restando el valor obtenido del blanco de muestra
2. Dividir el valor obtenido de MDA entre la cantidad de proteinas determinadas por el método

de Lowry para reportar [MDA]/mg de proteina

3.4 soluciones

Buffer de homogenizacién: Buffer de fosfatos 20mM a pH 7.4.

Pesar

500 mL

Na,PO, |0.8626¢g

KH,PO, 10.5340¢g

Disolver los componentes en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a 4°C

Tris —HCI 20 mM pH=7.4

Para preparar 100mL
Pesar 0.3152g de Tris-HCl y disolver en agua destilada, ajustar el pH a 7.4 y aforar.
Almacenar a 4°C

1,1,3,3-tetrametoxipropano 10mM (TMOP)

Para preparar 10mL
Tomar 16.47 uL de TMOP, Disolver Tris-HCI 20 mM pH 7.4 y aforar.
Almacenar a 4°C

1-metil-2-fenilindol 10mM

Para preparar 25mL
Pesar 0.05182 g de 1-metil 2-fenil indol y disolver en 25mL de acetonitrilo.



NOTA: La solucion es estable 4 dias a 4°C, pero se recomienda prepararla el mismo dia del
ensayo

acetonitrilo-metanol 75/25%

Para preparar 100 mL
Mezclar 75 mL de acetonitrilo con 25 mL de metanol.
Preparar en el momento del ensayo

4 NIVELES DE H,0; [Long y cols., 1999; Banerjee y cols., 2002].

4.1 Preparacion del homogenizado

1. Hacer los homogenados inmediatamente después del sacrificio.
2. Homogenizarl00mg de tejido en 900 pL en buffer de fosfatos 100mM pH=7.4.
3. Centrifugar a 15 000 xg durante 20 min, tomar el sobrenadante.

4 2Técnica

1. Mezclar en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mi:

Reactivos Estandares Muestra
Sol. FOX 900 pL 900 pL
St H,0, 90 uL -
Muestra - 90 uL
Metanol (HPLC) 10 uL 10 pL

2. Agitar en vortex 5”

3. Incubar 30 min a temperatura ambiente

4. Centrifugar a 15,000xg durante10 min/temp. amb.

5. Incubar 30 min a temperatura ambiente

6. Medir absorbancia a 560 nm vs. curva estandar

e Blanco: Metanol + muestra para corregir la abs de la muestra

PREPARACION DE LA CURVA PATRON

1. Diluir 285 pL de H,O, 30% con H,O desionizada hasta 100 mL. (hacerlo en matraz
aforado) para obtener la solucién “stock” de H,O, 25 uM
Hacer una dilucion1:250 para obtener un estandar de H,O,. 100 uM

3. Hacer diluciones como sigue para obtener cada uno de los estandares de la curva



[H20,] uM uL de H,O, 100 pM pL de H,O
0 - 1000
2.5 25 975
5.0 50 950
10 100 900
25 250 750
50 500 500
75 750 250

4. De cada estandar se tomaran 90 pl para usarlos en el ensayo, de manera que la

concentracion final de cada estandar seré la siguiente:

Estandar de[H,0;] uM [H.0,] en ensayo

0 0

25 0.225 uM
5.0 0.45 puM
10 0.90 puM
25 2.25 uM
50 4.50 uM
75 6.75 uM

4.3 Célculos
1. Para expresar la cantidad de H,O,. por cada mg de proteina, primero se tiene que
determinar el contenido total de proteina por el método de Lowry. El valor obtenido de
H,O, se divide entre el valor de Lowry (mg/mL) para que las unidades sean nmol/mg

proteina

4.4 Soluciones

Buffer de homogenizacién: buffer de fosfatos 100 mM pH 7.4

Pesar:

250 mL

KH,PO, 1.33¢g

NayHPO4 21649

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a 4°C

H,SO, 250mM

Para preparar 200 mL
Tomar 2.7 mL de H,SO, y llevar a 200 mL con agua destilada



Almacenar a temperatura ambiente

Hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol grado HPLC (Reactivo 1):

Para prepara 18 mL
Pesar 0.0156869 y disolver en 18 mL de MeOH.
Preparar en el momento del ensayo

Naranja de xilenol 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM (Reactivo 2)

Pesar 1.52 mg de naranja de xilenol

Pesar 2.0 mg de sulfato ferroso amoniacal

Disolver ambos en 2.0 mL de H,SO, 250 mM

NOTA:Estos dos reactivos son estables por una semana a 4°C

Preparacion del reactivo de FOX

Mezclar 9 volumenes de reactivo 1 con 1 volumen de reactivo 2.
Reactivo 1= hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol grado HPLC:
Reactivo 2= Xylenol orange 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM
Preparar en el momento del ensayo

Stock H,0, 25 uM

Para preparar 100mL
Diluir 285 pL de H,0, 30% con H,O desionizada y aforar a 100 mL.

Preparar en el momento del ensayo

5 MEDICION DE PROTEINAS TOTALES [Lowry y cols., 1951]
5.1 Preparacion de las muestras:

1. Diluir con agua 1:150 el sobrenadante del homogenado de la técnicas de Fox y
lipoperoxidacion
2. Diluir con agua 1:50 el sobrenadante de la extraccion de proteinas para Western blot.

5.2 Técnica
PREPARACION DE LA CURVA PATRON

1. Preparar una curva estandar con albumina sérica bovina al 0.05%.



[ASB]ug/0.2 ml ASB (uL) |H,O (uL)
B Blanco 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
Numerar tubos de vidrio de 12 x 75 mm o de 13 x 100 mm
Colocar en cada tubo 0.2 ml de la muestra diluida
A todos los tubos afadir 1 mL de sol. C (incluyendo los tubos del blanco y de la curva
estandar).
5. Agitary esperar 10'.
6. A todos los tubos afiadir 100 yL de sol. D con agitacién simultanea
7. Esperar 30'.
8. Leer a 660 nm.
9. Calibrar con el blanco de la curva.

5.3 Célculos

El factor de correccion se obtiene de la siguiente manera:

1. Multiplicar la concentracion obtenida en el espectro x 5 para pasar de pug/200 pl a pg/mi

(en el ensayo de Lowry se usan 200 pL de muestra).

2. Multiplicar por la dilucion de la muestra (lo que permite conocer la concentracion real

de la proteina en pg/mL)

3. Dividir entre 1000 (para pasar de pg/mL a mg/mL).

Pasar de 0.2 mL a dilucién Pasar de pg a FACTOR DE
ml mg CORRECCION

5 50 <+ | 1000 0.25

5 150 =+ | 1000 0.75




5.4 Soluciones

Na,CO; al 2%, NaOH al 0.4%, Tartrato de sodio al 0.02% (Solucion A.)

pesar
1L
Na,CO; 20 g
NaOH 49
Tartrato de sodio y potasio |0.2 g

Almacenar a temperatura ambiente

CuS0O, al 0.5% (Solucion B)
Pesar 0.5g en 100 mL de agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién C.
Mezclar

25 tubos 50 tubos
Solucién A |25 mL 50 mL
Solucién B |0.5 mL 1mL

Preparar en el momento del ensayo

Folin 1N (Solucion D)

Mezclar volimenes iguales de Folin 2N y agua destilada.
Preparar en el momento del ensayo

6 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

HOMOGENIZADO

1. Homogenizar 100 mg de tejido en 900 uL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7 tritdbn 1%

2. Centrifugar a 21000xg durante 1 hora a 4°C

3. Tomar el sobrenadante y hacer alicuotas de 300puL
NOTA:Las enzimas catalasa y glutation peroxidasa se deben determinar el mismo dia que se
hace el homogenizado, para determinar la superdxido dismutasa se puede descongelar una sola

vez el homogenizado.

Buffer de homogenizacion: Buffer de fosfatos 50mM pH 7 tritdn 1%

Pesar

250mL
KH,PO, [1.0524 g
Na,HPO,|0.6745 g
Triton 2.5 mL

Disolver los componentes en agua destilada, ajustar el pH y aforar



Almacenar a 4°C

6.1 Catalasa [Aebi H 1984]

6.1.1 Técnica

1. Diluir la muestra 1:30 con buffer de fosfatos 10 mM pH 7

2. Colocar en un tubo de 12 X 75 mm 25uL de la dilucién de la muestra + 725 uL de H,O, 30
mM
3. Agitar en vortex
4. Vaciar el contenido del tubo por decantacion a una celda
5. Leer la absorbancia a 240 nm cada 15 seg durante 30 seg.usando un programa de cinética
6. Calibrar con buffer de fosfatos 10 mM pH7
6.1.2 Calculos

Se usa la constante de reaccidén de primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa, la
cual queda definida de acuerdo a la siguiente férmula:

K = (1/At)(2.3 x log [A1]/[A2])

donde t = intervalo de tiempo medido, [A1] Y [A2] son las absorbencias del H,O, en los tiempos t; y
to.

Para un intervalo de 30 seg se aplica la férmula:

k = 0.033 x In [Ad/A]

Para un intervalo de 15 segundos se aplica la siguiente férmula:

k = 0.0667 X In [A/A;]

Finalmente se calcula la actividad especifica al dividir el valor de k entre los mg de proteina

adicionados al ensayo*.

*Es necesario medir la concentracion de proteinas totales en la muestra.

Para obtener la cantidad de proteina en el ensayo se divide la concentracion de proteinas
obtenida por el método de Lowry entre 1,200 (valor que se obtiene de multiplicar 30 (dilucion de la
muestra en el ensayo) por 40 (obtenido de 1 mL + 0.025 ml que es el volumen de muestra

colocada en el ensayo).



Ejemplos.

Muestra | Segundos |D.O. k (0-15) |Proteinas |Proteina |k /mg proteina
k (15-30) |totales en ensayo
k (0-30) | (mg/ml)
1 0 1.4060 |0.0039 20.55 0.017 0.229
15 1.3250 |0.0038 0.223
30 1.2520 |0.0038 0.227

Se reporta el intervalo de 0-30 seg en k/ mg proteina, este valor debe ser aproximadamente el

promedio de los dos valores de los intervalos de 15 segundos.

6.1.3 Soluciones

Amortiquador de fosfatos 10 mM, pH 7.0

Pesar

250 mL
KH,PO, 0.2105 g
NazHPO4 0.135 g

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a temperatura ambiente

H,O, 30 mM

Para preparar 50 mL

Medir 170 pL de perodxido de hidrégeno al 30%, disolverlos en amortiguador de fosfatos 10 mM y
aforar.

Preparar al momento del ensayo

6.2 Glutation peroxidasa [Harris., 1992; Ichikawa y cols., 1994]

6.2.1 Técnica

1. Diluir la muestra 1:10 utilizando buffer de fosfatos 50 mM pH 7

2. Entubos de 12 X 75 mm se colocan los siguientes reactivos:

3. Tubo inespecifico:

800 puL de mezcla de reaccion + 100 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7

4. Agitar en vortex

5. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

6. Cuando se cumplan 2 minutos de incubacion del tubo inespecifico afiadir al siguiente tubo
(muestra #1):

800 uL de mezcla de reaccion + 100 uL de dilucién de la muestra

7. Agitar en vortex



8. Cumplidos los 5 minutos de incubacién del tubo inespecifico adicionar a este 100 uL de
H,O, 0.25 mM

9. Agitar en vortex

10. Vaciar por decantacién a una celda

11. Leer la absorbancia de la muestra a 340 nm cada minuto durante 3 minutos usando un
programa de cinética

12. Calibrar con buffer de fosfatos 50 mM pH 7

13. En el primer minuto de lectura del inespecifico preparar el tubo de la muestra #2:

800 puL de mezcla de reaccion + 100 uL de dilucion de la muestra

14. Al terminar de leerse el tubo inespecifico ya se han cumplido los 5 minutos de incubacién
de la muestra #1 (y se han cumplido 2 minutos de incubacién de la muestra #2).

15. Sacar la celda del espectrofotdbmetro, tirar su contenido a un recipiente de plastico y lavarla
con agua destilada usando una piseta.

16. Afiadir 100 pL de H,O, 0.25 mM al tubo de la muestra #1.

17. Agitar en vortex.

18. Vaciar por decantacion a la celda.

19. Leer muestra #1.

20. En el primer minuto de lectura de la muestra #1 preparar el tubo de la muestra #3 (se
repite el procedimiento explicado anteriormente para cada una de las muestras, hasta

terminar la lectura de todas ellas).

6.2.2 Calculos:

La actividad de la glutation peroxidasa se determina promediando los cambios de absorbencia por
minuto, multiplicando este promedio por 0.16 (este factor se obtiene tomando en cuenta que el
coeficiente de absorcion milimolar del NADPH a 340 nm es de 6.22 | mmol™* cm™ y dividiendo el
resultado entre los mg de proteina adicionados en el ensayo. Asi se obtiene la actividad especifica

expresada en U/mg de proteina, donde 1 U = pmol de NADPH oxidado/min)

Finalmente se divide este resultado entre los mg de proteina adicionados al ensayo. Los datos se
expresan como pmoles de NADPH oxidado/minuto/mg de proteina.

Es necesario medir la concentracion de proteinas totales en la muestra.



Ejemplos.

D.O. |AD.O. |Promedio | Promedio -|X Proteina | Proteina | U/mg
Inespecifico|0.16 |(mg/ml) |en proteina
ensayo

Inespecifico | 0.819 | 0.043 | 0.0475
0.7760.048
0.72810.047
0.681

Problema 1 |0.845|0.118 | 0.128 0.0805 0.0129|19.0 0.19 0.0678
0.727|0.123
0.601(0.131
0.470

La cantidad de proteina en el ensayo se calcula considerando que se agregan 0.1 ml de muestra
diluido 1:10. Esto equivale a afiadir 10 pL del homogenado sin diluir. Por lo tanto hay que dividir
entre 100 el valor de concentracion de proteinas totales (en mg/ml) para obtener el valor de

proteinas en esos 10 pL.

6.2.3 Soluciones

Buffer de fosfatos 50mM pH 7

Pesar

250mL

KH,PO, |[1.0524 ¢

Na,HPO, |0.6745 g

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a 4°C

EDTA1 mM, Azida de sodiol mM, NADPH 0.2 mM, Glutatién reducido 1 mM, Glutatién reductasa
1 U/ml en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0 (Mezcla de reaccién)

Pesar

31 tubos 40 tubos 62 tubos
EDTA 0.0093 g 0.0119¢ 0.0186 g
Azida de sodio 0.00165 g 0.0021 g 0.0033 g
NADPH 0.00415 g 0.0065 g 0.0083 g
Glutatién reducido 0.0077 g 0.0098 g 0.0154 g
Glutation reductasa Calcular* Calcular* Calcular*
Amort. de fosfatos 50 mM pH 7.0 |25 mL 32 mL 50 mL

* La cantidad de glutatién reductasa a afiadir a la mezcla de reaccién depende del nimero de
muestras y del # de lote de esta enzima.
Mantener en hielo durante el ensayo

glutatiéon reductasa 1 U/mL.

Para preparar 25 ml de mezcla de reaccién (y que contengan por lo tanto 25 U), se debe
calcular la cantidad de enzima que se agregara dependiendo de las especificaciones de cada lote.



Ejemplo:

# de lote de GSH |Unidades en frasco |Volumen en frasco |mg prot/mL | U/mg prot
reductasa

79H7470 2500 6.0 ml 3.2 131
2500 unidades — 6.0 ml

25 unidades - xmL

X = 0.06 ml

Asi entonces, para este lote en particular, afladir 60uL de glutation reductasa a la mezcla de
reaccion.

H;0, 2.5 mM

Para preparar 10 mL
Tomar 2 ul de H,0, al 30%.y afiadirlos a 10 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0
Preparar al momento del ensayo

6.3 Superoxido dismutasa total [Oberley y Spitz1984]

6.3.1 Técnica

1. Diluir la muestra 1:100 con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0

2. Preparar 3 tubos por cada muestra: 1 tubo blanco y 2 tubos problema.

3. Considerar 4 tubos adicionales ademas de los correspondientes a las muestras: 2 al
principio de la serie y 2 al final de la misma. Estos 4 tubos son los tubos del 100% de
reduccion del NBT.

4. Adicionar a cada tubo 815 uL de mezcla de reaccion.

5. Colocar la gradilla con los tubos en el bafio Maria a 27°C

NOTA: La absorbencia de los tubos 100% debe encontrarse entr 0.15 y 0.20. De no ser asi
es probable que la actividad de la enzima haya disminuido o que la xantina esté
descompuestay por lo tanto se deba preparar nuevamente.

NOTA: El tiempo total de incubacion sera de 15 minutos, por lo tanto se debe considerar el

namero maximo de tubos que se procesaran

Intervalo # maximo de tubos*

en 15 minutos

10 seg 90
15 seg 60
20 seg 45

*Considerar siempre los 4 tubos del 100% de reduccion.

6. Cualquiera que sea el intervalo de tiempo elegido, el orden de adicidon es el siguiente
(agitar en vortex después de la adicion de cada volumen de xantina oxidasa):

Procedimiento (considerando un intervalo de 15 seg).



(Tiempo cero segundos) Tubo #1 de 100%
165 uL de amortiguador
20 ulL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #2 de 100%
165 pL de amortiguador
20 pL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo blanco de muestra n
165 uL de muestra
20 pL de amortiguador
(15 segundos después) Tubo problema de muestra n
165 pL de muestra
20 pL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo problema de muestra n
165 uL de muestra
20 plL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #3 de 100%
165 pL de amortiguador
20 pL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #4 de 100%
165 uL de amortiguador
20 plL de xantina oxidasa
7. 15 minutos después de la adicion de los 165 uL de amortiguador al tubo #1 del 100%
adicionar a cada tubo 330 uL de cloruro de cobre (CuCl,) 0.8 mM para detener la reaccion
respetando el intervalo de tiempo utilizado para la adicion de los reactivos anteriores.
8. Agitar en vortex.
9. Leer la absorbencia de cada tubo a 560 nm

10. Calibrar con la mezcla de reaccion.

6.3.2 Célculos



Ejemplos.

Promedio |[X= M - Proteina|mg de|U/mg
D.O. de los | blanco U= (100%-X) (mg/ml) | proteina | proteina
problemas |de (0.5)100% en
(M) muestra ensayo
*
100% de |0.4700 |0.4700
reduccion
100% de|0.4700
reduccion
Blanco de | 0.0180
muestra 1
Problema de|0.2360 |0.2450 0.2270 |1.0340 20.55 0.0678 |15.25
muestra 1
Problema de|0.2540
muestra 1

100% = Promedio de los 4 tubos del 100% de reduccion.

* los mg de proteina en el ensayo se calculan de la siguiente manera:
Proteinas totales x 0.33 ml colocados en el ensayo / dilucién de la muestra.
1:100 fue la dilucién usada en las muestras de este ejemplo, asi que:

Proteinas totales x 0.33 / 100 6 Proteinas totales x 0.0033

6.3.3 Soluciones

Na,CO; 400 mM

Para preparar 500 mL
Pesar 21.2 g, disolver en agua destilada y aforar.
Almacenar a 4°C

Xantina 0.3 mM.

Para preparar 1L

Disolver 0.0456 g de xantina en 5 mL de Na,CO3; 400 mM, poner en agitacion y esperar que se
disuelva completamente. Se afiade esta solucién a 980 mL de agua destilada y se afora
Almacenar en frasco ambar a temperatura ambiente

NOTA: Se debe probar el reactivo cada vez que se vaya a utilizar.

EDTA 0.6 mM.

Para preparar 500 mL
Pesar 0.1118 g, disolver en agua destilada..
Almacenar a 4°C

Nitroazul de tetrazolio (NBT) 150 OM.




Para preparar 300 mL
Pesar 0.0368 g disolver en de agua destilada.
Almacenar a 4°C en frasco &mbar.

Albimina 0.1 %.

Para preparar 250 mL
Pesar 0.25 g disolver en agua destilada y aforar.
Almacenar a 4°C

Mezcla de reaccion

Xantina 0.3mM (mL) [ 2.5 5 10 15 20 25 30 40
EDTAO0.6mM (mL) [1.25 |25 5 7.5 10 125 |15 20
NBT 150 uM (mL) | 1.25 |25 5 75 10 125 |15 20
Na,CO;  400mM | 0.75 |15 3 375 |6 75 9 12
(mL)

ABS 0.1% (mL) 0.33 |0.75 |15 225 |3 3.8 45 6
Total (mL) 6 12 24 36 49 61 73 98

CuCl,.2H,0 0.8 mM.

Para preparar 500 mL
Pesar 0.070 g, disolver en agua destilada y aforar.
Almacenar a 4°C

Sulfato de amonio 2M.

Para preparar 250 mL
Pesar 66 g, disolver en agua destilada y aforar..
Almacenar a 4°C

Xantina oxidasa (168 U/L).

Para preparar 2 mL ( que contengan 168 U/L) se debe calcular la cantidad de enzima que se debe
pesar dependiendo de las especificaciones de cada lote.

Ejemplo

Lote con 0.16U/mg sdélido:

0.16 U-1mg 1050 mg - 1000 mL
168 U - x mg X mg- 2 mL
x = 1050 mg x=2.1mg

Asi entonces, para lote en particular, disolver 2.1 mg de xantina oxidasa en sulfato de amonio.

Preparar al momento del ensayo

Mantener a 4°C hasta su uso.

NOTA: No se debe abrir el frasco de xantina oxidasa inmediatamente después de sacarlo del
refrigerador, sino hasta que esté a temperatura ambiente.

7 WESTERN BLOT [Towbin y cols., 1979; Sambrok y cols., 1989]



7.1 Extraccién de proteinas totales

Homogenizar 100 mg de tejido en 600uL de buffer de DTT 1mM, Tris HCI pH 7.4 10mM,
glicerol 30%, EDTA pH 8 1mM, Triton X100 1%, ortovanadato de sodio 1mM, PMSF 1
mM, Azida de sodio 15 mM, Inhibidores de proteasas

Centrifugar a 10000xg durante 30 min a 2°C

Tomar el sobrenadante

Determinar la cantidad de proteinas por la técnica de Lowry

7.2 Western blot

1. Preparar el “resolving gel” de acrilamida al 12 % a partir de acrilamida al 30%

2. Agitar suavemente.

3. Vaciar la mezla del “resolving gel” al molde (sin llenarlo)

4. Anadir cuidadosamente agua (para “aplanar” la supericie del gel).

5. Esperar 20'.

6. Eliminar el agua por decantacion.

7. Lavar con agua para eliminar la acrilamida no polimerizada.

8. Secar el exceso de agua con papel (sin tocar el gel).

9. Preparar el “stacking gel” al 5%

10. Colocar la mezcla sobre el “resolving gel” (sin llenar el molde y dejando 4 mm de

distancia del borde superior) EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS

11. Colocar el peine cuidadosamente (EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS).

12. Llenar hasta el borde superior con el “stacking gel” con ayuda de una micropipeta de

200 pL.

13. Esperar 20'.
14. Sacar el peine cuidadosamente
15. Lavar con agua SIN APUNTAR HACIA EL GEL para eliminar restos del gel y

acrilamida no polimerizada.

16. Colocar el molde en posicidn vertical para que el exceso de agua escurra.

17. Eliminar el agua de cada pozo con tiras de papel absorbente recortadas.

18. Colocar el molde con el gel en la camara de electroforesis
19. Vaciar A. de electroforesis (Tris 25mM, glicina 250mM y SDS 0.1% pH 8.3) en los

depdésitos superior e inferior de la cAmara.

7.2.1 Preparacion de las muestras:

1

. En tubos eppendorf de 0.5 ml colocar la cantidad deseada de proteina (de 10 pug a 100

Hg, depende de la proteina de interés) EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS.



2. Colocar buffer desnaturalizante (tris-HCI 50 mM pH 6.8, mercaptoetanol 1%, SDS 1%,
azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS.
Mezclar suavemente
Colocar los tubos en agua hirviendo durante 1.5 minutos.

Colocar las muestras en los pozos con ayuda de una micropipeta

7.2.2 Electroforesis:
1. Llenar el depésito superior de la camara con A. de electroforesis.
2. Correr a 20 mA/gel.
3. Vigilar la corrida (aproximadamente tarda 1 hora cuando el amortiguador de corrida es
fresco).
4. Abrir el molde
5. Separar el stacking y el resolving gel y eliminar el primero
6. Separar el resolving gel del molde
SE DEBE TENER CUIDADO DE NO PERDER LA ORIENTACION DEL GEL.

7.2.3 Transferencia a la membrana de nitrocelulosa
1. Recortar la membrana IMMOBILON-P cat# IPVH00010 (9 x 8 cm; usar guantes).

2. minutos antes de que termine la electroforesis sumergir la membrana en metanol al
100% durante 30”.
3. Sumergir la membrana en agua durante 30”.
4. Abrir el cassete de transferencia, colocar una esponja delgada.
5. Colocar papel filtro.
6. Colocar el gel. EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS
7. Colocar la membrana sobre el gel. EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS.
8. Colocar el papel filtro sobre la membrana evitando la presencia de burbujas.
9. Colocar otra esponja delgada
10. Cerrar el cassete.
11. Colocar el cassete en la camara de transferencia que se ha llenado previamente con
amortiguador de transferencia (Tris base 25mM, glicina 190mM, metanol 10% pH 8.3) .
12. Realizar la transferencia a 400 mA durante 1-1.5 horas a 4°C
13. Sacar la membrana, colocarla sobre toallas de papel para que se seque
14. Guardarla en seco hasta su uso.
NOTA: La membrana utilizada funciona mejor si se deja secar completamente antes de incubarla

con los anticuerpos y no se lleva a cabo el bloqueo tradicional realizado en el Western blot

7.2.4 Incubacion con anticuerpos.
1. Las membranas deben ser manejadas con pinzas sin dientes para no maltratarlas y

debe usarse guantes.



Colocar la membrana en una bolsa sellable.

3. Afadir la sol. de anticuerpo primario diluido con Na,HPO, 80mM, NaH,PO, 20 mM
NaCl 100m m, tween-20 0.1% (PBS-T 0.1%), eliminar las burbujas.

4. Incubar 1 h a temperatura ambiente con agitacion constante, sacar de la bolsa sellable

5. Lavar 3 veces con 10 mL de PBS-T 0.1% por 10 min con agitacion constante.

6. Colocar la membrana en otra bolsa sellable.

7. Afadir la sol. de anticuerpo secundario (diluido con PBS-T 0.1%+leche descremada
2%), eliminar las burbujas.

8. Incubar 1 h a temperatura ambiente con agitacion constante.

Lavar 3 veces con 10 mL PBS-T 0.1% por 10 min con agitacion constante.
10. Usar inmediatamente la membrana o guardarla a 4°C (preferentemente usarla

inmediatamente).

7.2.5 Deteccion

Se utilizo el kit de deteccién de IMMOBILON (millipore #catdlogo WBKLS0500)

1. Preparar el sustrato en un frasco de vidrio &mbar o de plastico 10 minutos antes de su uso
para que esté a temperatura ambiente
e mezclar cantidades iguales del bote #1 y del bote #2 (0.125 ml /cm? de membrana).

2. Cubrir las membranas con el sustrato

3. Incubar de 1 a 2 min.

4. Eliminar el sustrato por decantacién lo mas posible

5. En el cuarto oscuro colocar la membrana sobre una mitad de bolsa de plastico y cubrirla
con la otra mitad de la bolsa.

6. Colocar la bolsa con las membranas en el cassete de exposicion.

7. Apagar la luz blanca y encender la luz roja.

8. Colocar la placa de autorradiografia sobre la bolsa de plastico

9. Cerrar el cassete.

10. Exponer de 3 a 30 min

revelado:

1. Bajo luz roja vaciar el revelador y el fijador en charolas de plastico.

2. Sacar la placa del cassete de exposicion.

3. Sumergir la placa en el revelador (usar guantes).

4. Mover continuamente (agitando la charola o la placa) siempre manteniéndola sumergida.

5. Constantemente, cada 10 seg, sacar la placa del revelador y observar si aparecen bandas
en la placa (a contraluz con la luz roja).

6. Cuando se observen las bandas de manera nitida hay que sumergir la placa en el fijador y

mover la placa continuamente.



7. Lavar la placa bajo el chorro del agua o en una charola con agua de la llave.
8. Secar la placa a temp. ambiente colgandola con ayuda de unas pinzas para que el agua
escurra.
7.3 Soluciones
Buffer de lisis DTT 1mM, Tris HCI pH 7.4 10mM, glicerol 30%, EDTA pH 8 1mM, Triton X100 1%,

ortovanadato de sodio 1mM, PMSF 1 mM, Azida de sodio 15 mM, Inhibidores de proteasas

1. preparar stocks de los componentes del buffer

compuesto []stock |Vol stock | Pesar (g) | Diluir en
(mL)

DTT 100mM 5 0.0772 Agua dest esteril
Tris HCL pH 7.4 | 100mM 100 1.576 Agua dest esteril
EDTA pH 8 100mM 10 0.3722 Agua dest esteril
Ortovanadato 100mM 10 0.1839 Agua dest esteril
PMSF 100mM 5 0.0871 isopropanol
Azida de sodio 1.5M 10 0.9152 Agua dest esteril

2. Mezclar los componentes como indica la siguiente tabla

compuesto [ ] stock mL agregar [] final
DTT 100mM 0.1 1ImM
Tris HCIpH 7.4 100mM 1 10mM
glicerol 3 30%
EDTA pH 8 100mM 0.1 1mM
Triton X100 0.1 1%
ortovanadato 10mM 0.1 imM
PMSF 100mM (en]0.1 1mM
isopropanol)
Azida de sodio 1.5M 0.1 15mM
Vol final 4.6

NOTA: Para preparar el Buffer se diluye 1 tableta de complete mini en 5 mL de PBS pH 7.4 y se
agregan uno a uno los componentes, finalmente se agregan 0.4mL de PBS pH 7.4 para obtener el

volumen final de 10mL.

Acrilamida al 30%

50 mL

Acrilamida 145¢g

Bis-acrilamida |0.5g

Disolver y aforar con agua destilada
Almacenar protegido de la luz a 4°C

Tris base 1.5 M pH 8.8

Para preparar 25 mL
Pesar 4.5427¢, disolver en agua destilada y aforar



Almacenar a temperatura ambiente

Tris base 1.0 M pH 6.8

Para preparar 25 mL
Pesar 3.028 g disolver en agua destilada y aforar
Almacenar a temperatura ambiente

Duodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

Para preparar 10 mL
Pesar 1 g de SDS, disolver en 10 ml de agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.

Persulfato de amonio al 10%

Pesar 0.1g de persulfato y disolver en 1 mL
Preparar al momento del ensayo

Preparacion del “resolving gel”

Mezclar
al 12%
(mL)
H,O 2.5
Acrilamida 30% 3.04
Tris 1.5 M pH 8.8 1.9
SDS 10% 0.076
Persulfato de amonio al 10% 0.076
TEMED 0.003

NOTA:Mezclar los componentes en el orden indicado en la tabla

Preparacion del “stacking gel:

Mezclar

al 5%

(mL)
H,O 1.4
Acrilamida 30% 0.33
Tris 0.5 M pH 6.8 0.25
SDS 10% 0.02
Persulfato de amonio 10% 0.02
TEMED 0.002

NOTA:Mezclar los componentes en el orden indicado en la tabla

Tris 25mM, glicina 250mM, SDS 0.1% pH 8.3 (A. de electroforesis)

Pesar

1L
Tris base 3.0285 g
Glicina 18.8 g
SDS 0.1g

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar.
Almacenar a 4°C

Tris HCI 50mM pH 6.8




Para preparar 10mL
Pesar 0.0788g, disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar temperatura ambiente

Tris-HCI, 50 mM, pH 6.8, mercaptoetanol 1%, SDS 2%, Azul de bromofenol al 0.1%, Glicerol al
10%. (Buffer desnaturalizante).

Pesar
50 mL
Tris-HCI 6.25 mL
Mercaptoetanol 0.5 mL
SDS lg
Glicerol 5mL
Azul de bromofenol Una punta de espatula

Disolver todos los componentes, aforar y hacer alicuotas
Almacenar a —20°C.

Tris base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1%, Metanol 10% pH 8.3-8.4 (Buffer de transferencia)

Pesar
2L
Tris base 649
Glicina 28.8 ¢
SDS 29
Metanol 200 mL

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a temperatura ambiente

Na,HPO, 80 mM, NaH,PO, 20 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 0.1% pH 7.5 (PBS-T 0.1%)

Pesar:

1L
Na,HPO, 115¢g
NaH,PO, 2.96 g
NaCl 5.84 ¢
Tween-20 1mL

Disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar
Almacenar a temperatura ambiente

Anticuerpos utilizados

Anticuerpo # catalogo Santa Cruz biotechnology
IkB=a sc=371=g

Actina sc=1616

Control positivo 1kB sc= 4094

Anticuerpo secundario sc=2020

PBS-T0.1%+ Leche descremada 2%

Para preparar 5 mL
Pesar 0.1g de leche descremada “Svelty”, disolver en 5 mL de PBS-T0.1%



Revelador 1:30

Tomar 10 mL de revelador concentrado y llevarlos a 300 mL con agua destilada
Almacenar en botella ambar a temperatura ambiente

Fijador 1:10

Para preparar 200 mL
Tomar 20 mL de fijador comercial y llevarlos a 200 mL con agua destilada
Almacenar en botella ambar a temperatura ambiente
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