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| RESUMEN
Efecto del tratamiento con un extracto de Tamarindus indica sobre el

dafio inducido por el carcindgeno renal nitrilotriacetato de hierro (FENTA)

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos estudiados, y el
modelo experimental mas utilizado para este fin es el tratamiento de roedores con
nitrilotriacetato de hierro (Fe-NTA). Existen evidencias que relacionan la
carcinogenicidad del FENTA con su capacidad de generar estrés oxidativo aunque no
se conocen los mecanismos moleculares. Por esta razén es importante probar el uso
de antioxidantes para combatir el estrés oxidativo generado por el FeNTA. Entre las
moléculas con mayor actividad antioxidante estan los compuestos polifendlicos, que
se encuentran presentes en los vegetales y frutos que consume el ser humano. Se
sabe que el fruto del tamarindo posee gran cantidad de estos compuestos. Por lo
tanto, se desea probar si un extracto del fruto del tamarindo es capaz de prevenir los
efectos del carcindgeno FeNTA en roedores, y determinar si entre los mecanismos
moleculares de carcinogenicidad de este compuesto se encuentra involucrado el

factor de transcripcion NF-kB.

Para ello se prepar6 un extracto de tamarindo, el cual contiene
aproximadamente 3.3 mg de fenoles totales/mL y posee capacidad de inactivar al
radical superéxido in vitro con una ICso de 2.4 ug fenoles/mL, el cual es 8 veces mayor

ICso de la vitamina C.

Una vez que se determiné la capacidad antioxidante in vitro del extracto, se
probd su efecto in vivo. Para ello, se administré en ratas macho Wistar cada 24 h
durante 15 dias a una dosis de 25 mg de fenoles totales/kg via ig. Al término de este
tratamiento se administré el carcinégeno FeNTA via ip a una dosis de 15 mg de Fe/kg
de peso. Una hora después se sacrificaron los animales tomandose muestras de
corteza renal y sangre para determinar el dafio oxidativo, la actividad de enzimas las

antioxidantes y la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

El pretratamiento con el extracto de tamarindo mostré proteccion parcial en
la oxidacion de lipidos y proteinas, y previno el incremente de los niveles de peroxido

de hidrégeno y la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes.



En cuanto a los resultados de la activacion de NF-kB no se observaron
cambios en la expresion de IkB-a, por lo que no se puede concluir acerca de la
participacion de este factor de transcripcion en el mecanismo molecular de

carcinogenésis por FeNTA.

Con base en estos resultados se puede decir que el extracto de tamarindo
preparado en nuestras instalaciones tiene una alta capacidad antioxidante. El
pretratamiento de ratas con este extracto fue capaz de proteger contra las alteraciones

en la corteza renal causadas por la exposicion a FENTA.



II. INTRODUCCION

2.1 Estrés Oxidativo y Defensas Antioxidantes

En el metabolismo de los organismos aerobios normalmente se forman
especies reactivas de oxigeno (ERO) que, en concentraciones fisiolégicas, son
esenciales para el funcionamiento adecuado de la célula; por ejemplo, el peréxido de
hidrogeno se ha identificado como regulador de factores de transcripcion sensibles al
estado redox [Nordberg J, et al., 2001; Loo G., 2003].

Existen varios procesos celulares donde se producen ERO, una de las
principales vias es la respiracién celular, donde se lleva a cabo la reduccién univalente

del oxigeno que sigue los pasos mostrados en la figura 1.

N L‘ ‘OH + OI!'I\‘EH:U
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Fig.1l. Reduccion univalente del oxigeno

Las ERO incluyen a varias moléculas, entre las mas importantes estan el
radical superoxido formado por la adicion de un electron a una molécula de oxigeno, el
peréxido de hidrogeno que, a pesar de no ser un radical, es una especie téxica que
atraviesa libremente las membranas biologicas, y a partir de €l pueden generarse otras
especies como el radical hidroxilo, una de las moléculas mas reactivas. Las ERO son
capaces de generar dafio oxidativo a moléculas bioldégicas como lipidos, proteinas y
ADN [Conner EM, et al., 1996; Halliwell B., 2006].

A su vez, la célula cuenta con defensas para evitar el dafio oxidativo; estos
sistemas de detoxificacion involucran enzimas y antioxidantes no enzimaticos. Entre
los sistemas no enzimaticos podemos mencionar al GSH y las vitaminas E y C, entre
otros, mientras que entre las enzimas antioxidantes mas estudiadas se encuentran: la
superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), su
funcion fisioldgica se esquematiza en la figura 2 [Sun Y, et al., 1990; Nordberg J, et al.,
2001].
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Fig.2. Funcién fisiolégica de la SOD, la CAT y la GPx.

La SOD es una enzima cuya funcién es metabolizar el radical superoxido (O;7)

a peroxido de hidrégeno (H,O,) (reaccion 1).

SOD

20;.-+2H‘ — » H202 (1)

La SOD no es realmente una enzima detoxificante ya que el producto de su
actividad, el H,O,, es un agente tdxico. Sin embargo, es el primer paso de una

cascada enzimatica que conduce a su inactivacion completa [Halliwell B, 2006].

En las células eucaritticas existen tres isoenzimas de SOD, de las cuales dos
contienen en su sitio activo cobre y zinc (Cu, Zn-SOD), y la tercera manganeso (Mn-
SOD). La Cu,Zn-SOD tiene dos isoformas, una de ellas se localiza principalmete en el
citosol, aunque también se encuentra en lisosomas, ndcleo y espacio
intermembranoso mitocondrial; la otra isoforma es extracelular (EC-SOD) y se localiza
en fluidos como plasma, liquido sinovial y linfa. La Mn-SOD se localiza en la matriz
mitocondrial [Weisiger RA, et al., 1973].

La CAT es una hemoproteina con cuatro ferriprotoporfirinas por molécula, se
encuentra en altas concentraciones en los peroxisomas de higado y rifién, y bajas en
tejido conectivo. Posee dos funciones: la descomposicién del peréxido de hidrogeno a
agua y oxigeno (reaccién 2), a la cual se le conoce como actividad catalitica, y la
oxidacion de donadores de protones como metanol, etanol y fenoles, a la cual se le

conoce como actividad de peroxidasa [Matés JM, et al., 1999].



CAT

2H07 e H20 + 02 (2)

Una consecuencia importante de la funcién de CAT es disminuir el riesgo de
formacion de radical hidroxilo a partir de peroxido de hidrégeno via reaccién de Fenton

(reaccién 3) catalizada por iones de Fe y Cu [Nordberg J, et al., 2001].

Fe** + H,0, — OH+ OH + Fe**

Fe*+0," - Fe*+0,

H202 + 02'- — OH + OH + 02 (3)

La GPx cataliza la reduccién de H,O, a agua utilizando glutatiébn reducido
(GSH) como sustrato (reaccion 4), también puede reducir otros peréxidos y
transformarlos a alcoholes. El GSH, a su vez, es regenerado por la glutation reductasa
en presencia de NADPH dando como resultado una reaccion acoplada [Matés JM, et
al., 1999] (reaccion 5).

GPx

H=0- + 2GSH . H:0 + GSSG (4)
GRx

GS55G + 2ZNADPH + 2H' 2 GSH + 2NADP* (5)

En los mamiferos existen dos tipos de GPx, una es dependiente de selenio y la
otra no. De la forma dependiente de selenio existen cuatro tipos: GPx citosélica,

extracelular, gastrointestinal y membranal [Valko M, et al., 2006].

Si se altera el balance entre la formacion de ERO y los mecanismos
antioxidantes celulares, ya sea por el aumento de los primeros o el debilitamiento de
los segundos, se produce un estado de estrés oxidativo, donde las ERO inducen
reacciones en cadena que pueden dafiar moléculas biolégicas como lipidos, proteinas
y &cidos nucleicos dando lugar al desarrollo de diversos padecimientos como diabetes,
atereosclerosis y cancer [Sun Y, et al., 1990; Nordberg J, et al., 2001; Valko M, et al.,
2006; Halliwell B., 2007].



2.2 Cancer

Una de las patologias que esta relacionada con el estrés oxidativo es el cancer,
que esta definido como la reproduccién de células de forma descontrolada, las cuales
pueden presentar capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos. Este
padecimiento es un conjunto de enfermedades con diversos signos y sintomas, que se

clasifica de acuerdo al tejido y célula origen [Alberts B, et al., 2002].

El desarrollo del cancer comprende un conjunto de etapas en donde ocurren
diferentes cambios genéticos. La mayoria de los tumores se derivan de una sola célula
en la que ocurrieron varias mutaciones que le confirieron algunas ventajas para
proliferar. De esta forma, todas las células derivadas de la primera heredan su
genotipo y les ocurren otras mutaciones que van acumulandose de tal forma que se da

una transformacion progresiva hacia células cancerosas malignas [Hanahan D, 2000].

La aparicién del cancer esta relacionada con cambios en el ADN que pueden
ser provocados por diferentes agentes: a) carcinGgenos que, entre otras lesiones,
provocan cambios en la secuencia de nucle6tidos del ADN; b) radiaciones, que
generalmente causan rupturas en los cromosomas Yy traslocaciones; y ¢) virus, que
introducen a la célula ADN extrafio que contiene genes que controlan el ciclo celular
[Alberts B, et al., 2002].

Existen muchas evidencias que relacionan el estrés oxidativo con el cancer. Se
sabe que las modificaciones al ADN resultantes del dafio oxidativo representan los
primeros pasos en el proceso de carcinogénesis. Estd demostrado que las ERO,
especialmente el radical hidroxilo, causan dafio directo al ADN, y se han identificado
mas de 100 productos de oxidacion, entre los que se encuentran las rupturas de unay
dos hebras, modificaciones en el esqueleto del ADN, dafio oxidativo a las bases,
creacion de sitios AP y transversiones G-T [Cadenas S, et al., 1999; Valko M, et al.,
2006].

Por otro lado, las ERO producen dafio oxidativo a lipidos, generandose
especies como el malondialdehido (MDA), que es uno de los productos principales de
este proceso, el cual se ha demostrado que es mutagénico en bacterias y células de
mamifero, y carcindbgeno en ratas, ya que puede formar aductos con la adenina, la

guaninay la citosina (figura 3) [Marnett MJ, 1999].
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Fig. 3. Lipoperoxidacion. Productos finales de la lipoperoxidacién como el malondialdheido
pueden reaccionar con las bases nitrogenadas del ADN especificamente la adenina, la citosina
y la guanina [Marnett MJ, 1999].

Ademas de causar dafio oxidativo a macromoléculas, las ERO también pueden
tener un importante papel en la sefializacion intracelular, como en la regulacion de
algunos factores de transcripcion sensibles al estado redox, que intervienen en

procesos biolégicos relacionados con el desarrollo de cancer.

En muchas células cancerosas se ha encontrado una alta producciéon de ERO,
especialmente H,O, [Loo G, 2003]. Estas altas concentraciones 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 transduccién de
sefales [Khan AU, et al., 1995], se piensa que la gran cantidad de H,O, 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].

2.3 Factor de Transcripcion NF-xB

Entre los factores de transcripcidbn sensibles al estado redox y que estan
intimamente relacionados con el cancer, se encuentra el NF-kB. Este término se utiliza
para referirse a una superfamilia de proteinas diméricas con un dominio de homologia
denominado Rel. En los mamiferos, los dimeros mas comunes son el NF-xB1l
(p50/p105), NF-kB2 (p52/p100) y la combinacion de las proteinas RelA (p65), c-Rel y

RelB en forma de homo o heterodimeros. El NF-xB se encuentra en el citoplasma de



la mayoria de las células donde se encuentra unido a IkB (IkBa, kB, IkBy), proteina

inhibitoria que forma parte de su regulacién [Gilmore TD, 2006; Bubici C, 2006].

Existen multiples vias de activacion del NF-xB y cada una difiere dependiendo
de la naturaleza del estimulo; por lo menos dos de ellas son bien conocidas y han sido
denominadas: clasica y alternativa (figura 4). La via clasica se da principalmente por la
presencia de citocinas, productos microbianos como lipopolisacéaridos, y estrés; esta
via consiste en la activaciébn del complejo cinasa de IkB (IKK) formado por la
subunidad catalitica IKKa e IKKB y el modulador de NF-kB (NEMO), el cual tiene como
funcién fosforilar a IkB para su consecuente degradacién. La via alternativa se ha visto
principalmente en células del sistema inmune y se da por la presencia del factor de
necrosis tumoral (TNF); en este caso, se activa la cinasa inductora de NF-kB (NIK), la
cual fosforila directamente al NF-xB provocando una protedlisis parcial en una de las
proteinas del dimero. La activacién del NF-xB por cualquiera de las dos vias tiene
como resultado su traslocacion al ndcleo, donde regula la transcripcion de genes
involucrados en respuesta inmune, estrés, inflamacion, reparacion y muerte tisular [Li

N, et al., 1999; Gilmore TD, 2006; Bubici C, 2006].
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Fig. 4. Via clasica y alternativa de la activaciéon de NF-kB. NEMO= modulador esencial de NF-
kB; IkB= inhibidor de NF-xB; NIK= cinasa inductora de NF-xB; p50, p100, p52, Rel Ay Rel B=
proteinas que conforman NF-xB [Gilmore TD, 2006].

En la mayoria de los casos, la activacion del NF-xB se da a tiempos cortos

después del estimulo activador [Li N, et al., 1999], y recientemente se ha encontrado
evidencia en fibroblastos de raton de que esta activacion es ciclica, o sea que en
presencia del estimulo activador, como podria ser el TNF, NF-kB se asocia y disocia
del ADN aproximadamente cada 30-60 min, y esto se debe a la repetida degradacién y
sintesis de IkB [Hoffmann A, et al., 2006].

Existen varios estudios que demuestran la activaciéon del NF-xB en presencia
de ERO, principalmente de perdxido de hidrogeno, y que el tratamiento con agentes
antioxidantes bloguea esta activacion, aunque el mecanismo molecular ain no esta
bien establecido [Li N, et al., 1999; Gilmore TD, 2006, Bubici C, 2006].

El NF-kB es un factor de transcripcion intimamente relacionado con el cancer
ya que estd involucrado con la regulacion de genes de adhesion, inflamacion,

diferenciacion, apoptosis y crecimiento celular [Bharti A C, 2002].

2.4 Cancer Renal

Entre los distintos tipos de cancer renal el de mayor incidencia es el carcinoma
de células renales, que se presenta en un 80-85% de los casos. El diagndstico de
cancer renal es complicado ya que es una enfermedad asintomatica en las etapas
iniciales, por lo que generalmente se detecta en estadios avanzados donde el
tratamiento es ineficaz, pues muchas veces los tumores son resistentes a la
guimioterapia [Brenner BM, et al., 2000]. A pesar de esto el cancer renal es uno de los

tipos de cancer menos estudiados.

En el 2002 se registraron mundialmente mas de 100 000 defunciones a causa
de este tipo de cancer [Atkins MB, et al., 2002] y su mortalidad esta aumentando, ese
mismo afio se presentaron 208, 480 casos nuevos [Staehler M, et al., 2005],

ubicandolo en el tercer lugar entre todos los tumores del tracto urinario.

En México, de acuerdo a los datos obtenidos del Registro Histopatologico de

Neoplasias de 2001, se presentaron un total de 1,577 casos, de los cuales fallecieron



1,289 pacientes a consecuencia del tumor, lo que representa una mortalidad del
81.7%. Esta alta mortalidad se debe a: 1) su dificil diagnostico en etapas tempranas,
2) a que gran parte de la poblacion mexicana no tiene acceso a servicios de salud
adecuados, y 3) a la falta de promocion de una dieta sana y actividad fisica para

prevencion de enfermedades.

Para el estudio del cancer renal, el modelo experimental mas utilizado es el
cancer inducido por el nitrilotriacetato de hierro (FeNTA), que es equivalente al
carcinoma de células renales. [Li N, et al., 1987; Toyokuni S, et al., 1994; Bahneman
R, etal., 1998, Cadenas S, et al., 1999; Leibold E, et al., 2002; Khan N, et al., 2003].

2.5 Nitrilotriacetato de Hierro (FENTA)

El nitrilotriacetato de hierro (FENTA) es un complejo (figura 5) de tamafo
pequefio y facil absorcion, su 6rgano blanco es el rifién y se sabe que provoca dafio
oxidativo a biomoléculas. Se ha demostrado que una sola dosis de FeNTA
administrada via i.p. es capaz de aumentar los productos de lipoperoxidacion, las
proteinas oxidadas, el H,O, intracelular yl os productos de dafio al DNA en roedores
[Bahnemann R, 1998; Ansar S, et al., 1999; Oberley T, 2002]. Ademas, se ha
reportado que induce la disminucién de las defensas antioxidantes no enzimaticas
como el GSH vy altera el funcionamiento de las enzimas antioxidantes metabolizadoras
de ERO como son SOD, CAT y GPx [Rahman A, et al., 2003].

Fig.5. Estructura quimica del FENTA.

Una vez en la sangre, el FENTA es capaz de pasar a través del glomérulo por

ser una molécula de bajo peso molecular. En el lumen de los tabulos proximales el



Fe®*-NTA es reducido a Fe?*-NTA por los productos de degradacién del glutation:
cisteina y cisteina-glicina. Ya reducido, el hierro es capaz de generar radical hidroxilo
via reaccion de Fenton-Haber-Weiss (reaccién 3) [Umemura T, et al., 1990; Igbal M,
et al., 2003; Singh D, et al., 2003].

Si el compuesto se administra de manera cronica se produce carcinoma de
células renales [Okada S, et al.,1989, Athar M, et al.,1998, Khan N. et al., 2005], con
una alta incidencia de tumores (30-90%), con metastasis pulmonar e invasion
peritoneal en roedores. Los tumores renales inducidos parecen ser la contraparte del
carcinoma de células renales humano [Li N, et al., 1987]. Similar a lo que ocurre en el
ser humano, la incidencia de cancer renal en ratas macho es dos veces mayor que en
hembras [Li N, et al., 1987; Deguchi J, et al., 1995].

2.6 Antioxidantes polifendlicos

Los polifenoles son compuestos esenciales en la fisiologia y la morfologia de
las plantas, ya que contribuyen a la pigmentacion y son un mecanismo de defensa
contra patégenos y depredadores. Al encontrarse en las plantas, son parte integral de
la dieta del hombre, y por lo tanto se han hecho numerosos estudios para conocer sus
propiedades [Bravo L, 1998; Fine M, 2000; Pourmorad F, et al., 2006].

Las plantas con gran cantidad de polifenoles tienen diversos usos en la
medicina tradicional como antiinflamatorios, antibioticos, antidiarreicos, antitlceras, o
bien como auxiliares en el tratamiento de hipertension y diabetes; todas estas
propiedades se han atribuido en gran parte a la actividad antioxidante de los

compuestos polifendlicos [Bravo L, 1998].

Se sabe que existen mas de 8000 estructuras distintas de polifenoles. Estas
son producto del metabolismo secundario de las plantas, especificamente de las rutas
del Shikimato y acetato [Bravo L, 1998]. Las estructuras polifendlicas pueden ser
simples o complicadas y muchas veces asociarse a azlcares como glucosa. Los
polifenoles tienen distintas propiedades debidas principalmente a esta variedad
estructural de acuerdo a la cual se encuentran clasificados en diez categorias, siendo

una de ellas los flavonoides [Bravo L, 1998].



2.6.1 Flavonoides

El grupo o categoria mas importante de polifenoles son los flavonoides, pues
son los mas abundantes en la naturaleza. Son moléculas de bajo peso molecular y con
formula base Cs-C3-Cs que consiste en dos anillos aromaticos unidos por tres
carbonos que normalmente estdn formando un heterociclo con un oxigeno como se
muestra en la figura 6 [Bravo L, 1998; Fine A, 2000].

Fig.6. Estructura de los flavonoides y sistema de numeracion. El anillo A se sintetiza en la ruta
metabolica del acetato y el anillo B en la del Shikimato [Fine A. 2000].

El estudio de la biodisponibilidad de los flavonoides, y en general de los
polifenoles, es complicado ya que las plantas tienen una mezcla compleja de estas
sustancias. La absorcion y el metabolismo de los polifenoles esta determinado
principalmente por su estructura, conjugacion con otros fenoles, tamafio molecular,
polimerizacion y solubilidad. Se sabe que los polifenoles se metablolizan en el tracto
gastrointestinal; dependiendo de su naturaleza quimica y su tamafio pueden ser
absorbidos sin sufrir cambio alguno, o antes de absorberse ser metabolizados por

enzimas gastricas o de la microflora [Bravo L., 1998].

Desde hace afios se ha observado una relacion entre un alto consumo de
frutas y vegetales, con la disminucién de la incidencia de padecimientos relacionados
con el estrés oxidativo como son las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el
cancer. En consecuencia a estas observaciones, se han realizado estudios donde se
demuestra que una gran variedad de flavonoides poseen capacidad antioxidante, pues

diminuyen e incluso detienen la oxidacion de moléculas biolégicas como lipidos,



lipoproteinas de baja densidad (LDL) y ADN en modelos tanto in vitro como in vivo
[Bravo L. 1998;Fine A. 2000].

Multiples estudios han demostrado la capacidad de los flavonoides de atrapar
ERO y especies reactivas de nitrégeno, asi como de quelar iones metélicos [Rice-
Evans C, 2001; Won Lee K, 2006; Urquiaga I, et al., 2000]. La estructura quimica de
los flavonoides los hace moléculas ideales para atrapar radicales libres, como se
menciond anteriormente. Esta habilidad aumenta o disminuye de acuerdo al nimero
de grupos hidroxilo unidos al anillo aromatico y a su arreglo espacial dentro de la
molécula. De esta forma, este tipo de compuestos tienen la habilidad de donar
electrones (H") a radicales libres sin perder estabilidad, lo que hace que una nueva
cadena de radicales libres sea dificil de iniciar. En la figura 7 se ilustra el mecanismo

de accién antioxidante de los flavonoides [Rice-Evans C, 2001].

OH
HO 0 O
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catequina radical catquin quinona
de catequina

Fig.7. Oxidacion de la catequina (un flavonoide muy comuan) por un radical. La forma oxidada
es muy estable por lo que no permite se inicie una nueva cadena [Rice-Evans C, 2001].

Por lo tanto, se han investigado multiples derivados vegetales con el fin de
encontrar compuestos con alta capacidad antioxidante. Entre las plantas analizadas
con gran contenido polifenélico, y por consiguiente actividad antioxidante, se

encuentra el tamarindo.

2.7 Tamarindus indica

Es un arbol de gran tamafio, nativo de Africa y Asia. Conocido cominmente
como tamarindo, pertenece a la familia leguminosae caesalpinioideae, es una planta
adaptada extensamente en las regiones tropicales y subtropicales como el Caribe,
América Central y el norte de América del Sur. Los individuos maduros de esta
especie crecen hasta 25 m, se caracterizan por una copa redondeada y densa, hojas

parapinadas y corteza gruesa color gris [Parrota J, 2001].



Los productos derivados del tamarindo se usan en la medicina tradicional de la
India y Africa. Como ejemplos de sus distintas aplicaciones tenemos: la coccion de la
corteza, en el tratamiento contra la diarrea; la ceniza de la corteza, como digestivo; las
hojas para el tratamiento de llagas y heridas para disminuir inflamacion; el jugo de las
hojas hervido con aceite, se aplica como tratamiento para el reumatismo y la
hinchazon externa; las semillas molidas, como astringentes para el tratamiento de la
disenteria; la cascara de las semillas para el tratamiento de la diabetes, etc [Parrota J,
2001; Komutarin T, et al., 2004; Maiti R, et al., 2004].

Este fruto se conoce en Europa desde la edad media por sus propiedades
medicinales y degustativas; fue introducido a este continente gracias al comercio con
grupos arabes, y a su vez, los europeos lo trajeron a América durante y después de la
conquista. Hoy en dia en América el fruto se utiliza principalmente para la preparacion

de aguas frescas y dulces tradicionales [Parrota J., 2001].

La pulpa de la fruta, que comprende alrededor de la mitad del peso de la vaina
tiene sabor agridulce; contiene azucares (30 a 40 % del peso), acidos organicos tales
como citrico, acético, tartarico y ascorbico, y otros compuestos como pectinas,
vitaminas y minerales, y una gran variedad de antioxidantes polifendlicos [Parrota J.,
2001].

Estudios recientes demostraron que en el fruto del tamarindo se encuentran
presentes compuestos polifendlicos en una proporcion de 2.8 g/kg de pulpa
aproximadamente, entre ellos se encuentran catequina, taxifolina, apigenina, luteolina,
naringenina y procianidinas de distintos tamafios, las estructuras de estos compuestos
se muestran en la figura 8 [Sudjaroen Y, et al.,, 2005]. Gran parte de la actividad
antioxidante de los derivados del tamarindo se debe a la presencia de estos
compuestos polifenélicos y estudios recientes han comprobado que extractos de
tamarindo pueden atenuar los dafios causados por un estrés oxidativo exacerbado en
modelos animales [Martinello F, et al., 2006; Landi Librandi A P, et al., 2007
Komutarin T, et al., 2003].
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Figura 8. Estructura quimica de algunos polifenoles contenidos en el extracto de tamarindo
utilizado en el presente trabajo [Sudjaroen Y, et al.,2005].



1. JUSTIFICACION

Se ha observado una relacion entre el estrés oxidativo y el desarrollo de
cancer; asi mismo, 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, productos del metabolismo secundario de

las plantas.

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos estudiados, y el modelo
experimental mas utilizado para este fin es la exposicion de roedores al carcinégeno
renal nitrilotriacetato de hierro (FeENTA). Existen evidencias que relacionan la
carcinogenicidad del FeENTA con su capacidad de generar estrés oxidativo; aunque, el

mecanismo molecular no se ha esclarecido.

Por lo anterior, se considera importante evaluar si un extracto del fruto de
tamarindo, rico en compuestos polifendlicos, previene el dafio oxidativo a biomoléculas
inducido por nitrilotriacetato de hierro; asi como, determinar si la exposicién a este
carcinégeno altera la activacion del factor de transcripcion NF-kB, que es sensible al
estado redox y esta involucrado en procesos de carcinogénesis, y si el extracto tiene

algun efecto sobre esta alteracion.



IV. HIPOTESIS

Un extracto de tamarindo rico en polifenoles tendra una buena capacidad
antioxidante, por lo que un pretratamiento con éste podra disminuir los efectos agudos

del carcinégeno renal FENTA.



V. OBJETIVOS

Preparar un extracto de tamarindo y caracterizar su capacidad antioxidante in

vitro.

Investigar si el pretratamiento con el extracto de tamarindo preparado puede
proteger contra el dafio oxidativo renal inducido por nitrilotriacetato de hierro

(FeENTA) en un estudio agudo en ratas de laboratorio.

Evaluar si la exposicién al nitrilotriacetato de hierro altera la activacién del
factor de transcripcién NF-kB como probable mecanismo de carcinogenicidad,

y si el extracto tiene efecto sobre esta alteracion.



VI. METODOLOGIA

El procedimiento detallado para cada uno de los métodos descritos a

continuacion se encuentra en el apéndice.

6.1 Preparacién del extracto de tamarindo

Se establecié en el laboratorio una metodologia para la preparacion de un
extracto del fruto de tamarindo. Este fruto se obtuvo del mercado local, al cual se le
separd la pulpa y el pericarpio. Por cada 100 g de este material vegetal se agregaron
400 mL de ETOH al 70%, se macer6 a 4°C durante 5 dias y al término de este tiempo
se evaporo el etanol por roto-evaporacion. El producto resultante se centrifugé a 8000
rom a temperatura ambiente durante 20 minutos; posteriormente se retird el
sobrenadante, que principalmente esta compuesto de grasas, utilizando cuatro capas
gasa. [Martinello F, et al., 2006].

6.2 Caracterizacion del extracto de tamarindo

6.2.1 Determinacion de la densidad

La densidad del extracto se determiné utilizando un picnémetro de 10 mL de
volumen. El picnémetro se pesoé vacio y lleno de extracto para obtener por diferencia el
peso correspondiente a 10 mL de extracto. Utilizando la férmula p=m/V donde

p=densidad, m=masa y V= volumen, se obtuvo la densidad del extracto.

6.2.2 Determinacion de fenoles totales

Las plantas sintetizan compuestos fendlicos como parte de su metabolismo
secundario, los cuales presentan un ndcleo aromatico que contiene al menos un grupo
hidroxilo libre o sustituido; existe una gran variedad de estructuras fendlicas entre las
cuales se puede mencionar a los fenoles sencillos como acidos fendlicos, cumarinas,
lignanos, taninos, quinonas y flavonoides. En el presente trabajo se utiliz6 un método
para cuantificar la presencia en conjunto de estos compuestos en extractos vegetales.
El método utiliza una curva patron construida a partir de diferentes concentraciones de
acido galico, donde se interpola la absorbancia obtenida de la muestra. Se basa en la
reaccién en medio basico de los compuestos fendlicos con el reactivo Folin Ciocalteu,

que da como resultado un complejo colorido que absorbe a 765 nm. El método



proporciona una medida aproximada de la cantidad de compuestos fendlicos

presentes en una muestra vegetal [Singleton L, 1974; Pourmorad F, et al., 2006].
6.2.3 Determinacién de la capacidad de inhibir radical superéxido (Oy)

El fundamento de este método radica en que un compuesto con actividad
antioxidante inhibe la reduccién del azul de nitrotetrazolio (NBT). Esta reduccion se da
por la presencia de radicales superdxido, que son generados en el sistema xantina-
xantina oxidasa [Bielski B et al., 1980], como se ilustra en la figura 9. Para esta
determinacion el extracto de tamarindo se adiciona a una mezcla de reaccion que
contiene NBT y el sistema xantina-xantina oxidasa; si el compuesto antioxidante
adicionado a la mezcla de reaccion, en este caso el extracto de tamarindo, inhibe al
radical superoxido, el NBT no sera reducido y por lo tanto no se observara cambio de
coloracién en la solucién. Posteriormente se realizan los calculos para obtener el
porcentaje de inhibicién utilizando como valor de 100% de reduccién los tubos control
a los cuales no se adiciona antioxidante y por lo tanto equivalen al 100% de reduccion
de NBT.

Sistema generador de superdxido

O 0
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Fig.9. Sistema generador de anién superéxido a través de la enzima xantina oxidasa y la
consecuente oxidacién del NBT por el radical formado.

6.3 Protocolo experimental in vivo

Una vez determinada la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles

totales del extracto de tamarindo, se llevé a cabo el protocolo in vivo. Se utilizaron



ratas macho Wistar de aproximadamente 250 g distribuidas en cuatro grupos: 1)
Control, n=5; 2) Tamarindo, n=5; 3) FeNTA, n=5; y 4) Tam+FeNTA, n=6. Al grupo
Control se le administré el vehiculo del antioxidante via ig y del carcindégeno via ip
(agua y bicarbonato de sodio 0.12 M pH 7.4 respectivamente); el grupo Tamarindo
recibié el antioxidante via ig a una dosis aproximada de 25 mg de fenoles/kg de
peso/dia durante 15 dias consecutivos, y se le administrd el vehiculo del carcindgeno;
al grupo FeNTA se le administré el vehiculo del antioxidante, y recibié una dosis Unica
del carcinégeno via ip 15 mg Fe/kg de peso [Toyokuni S, et al., 1994]; finalmente, el

grupo Tam+FeNTA recibié ambos compuestos.

Los animales se sacrificaron por decapitacion una hora después de la
administracion de FENTA, tiempo en el que se presenta el mayor estrés oxidativo. Se
extrajeron ambos rifiones obteniéndose la corteza renal, y se congelaron rapidamente
en nitrégeno liquido. Posteriormente, se realizaron las siguientes determinaciones: 1)
Dafio oxidativo a lipidos, 2) dafio oxidativo a proteinas, 3) niveles de H,0,, 4) actividad
de las enzimas antioxidantes: CAT, GPx y SOD total, y 5) activacion del factor de

transcripcion NF-kB.

Este protocolo se repiti6 para corroborar los resultados, manejandose las
mismas condiciones, pero con un mayor numero de animales en cada grupo: 1)
Control, n=6; 2) Tamarindo, n=5; 3) FeNTA, n=6; 4) Tamarindo+ FeENTA n=7.

La preparacion del carcindgeno se describe detalladamente en el apéndice.

6.4 Marcadores de estrés oxidativo

Todas las determinaciones se realizaron a partir de homogenados de muestras

de corteza renal y los procedimientos detallados se encuentran en el apéndice.

6.4.1 Lipoperoxidacion

Uno de los marcadores clasicos de estrés oxidativo es la determinacién de
productos de peroxidaciéon de lipidos, que finalmente llevan a la pérdida de la funciéon e
integridad de las membranas biolégicas. EI malondialdehido (MDA) es uno de los
productos derivados de la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados. Esta
determinacion se llevd a cabo con un método colorimétrico especifico para MDA,

donde se construye una curva patron con diferentes concentraciones de 1,1,3,3



tetrametoxipropano como estandar y posteriormente se interpola la absorbancia
obtenida de la muestra para obtener un valor de concentracion. El MDA o el estandar
reaccionan con N-metil-2-fenilindol en medio acido a 45°C, lo que genera un
compuesto colorido que absorbe luz a 586 nm (figura 10). En las mismas muestras se
determind el contenido de proteinas totales por el método de Lowry, para expresar la
cantidad de MDA en nmol/mg proteina [Erdelmeier I, et al., 1998, Gerard-Monier D, et
al., 1998].
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Fig.10. Reaccion del malondialdehido (MDA) con N-metil-fenilindol.

6.4.2 Dafo oxidativo a proteinas

Los grupos carbonilo (C=0) que se originan por accion de las ERO sobre las
proteinas, convirtiendo algunos grupos hidroxilo de aminoacidos (leucina, valina, lisina,
arginina, prolina, treonina e isoleucina) en derivados carbonilo. Ademas, los grupos
carbonilo también se producen por reacciones de rompimiento de enlaces peptidicos,
y por la interaccién de los residuos de aminoacidos con productos de lipoperoxidacién
como el 4-hidroxinonenal o el MDA [Nystrém T, 2005]. Esta determinacién se llevo a
cabo basandose en la reactividad de los grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina
(DNPH), para formar hidrazonas de proteina (figura 11), las cuales absorben a 370
nm. Para calcular la cantidad de grupos carbonilo se usa el coeficiente de absorcion
de la dinitrofenilhidrazona (22,000 M™* cm™) siguiendo la ecuacion de Lambert y Beer.
En las mismas muestras se determiné el contenido de proteinas por absorcién a 280
nm, para expresar el contenido de grupos carbonilo en nmol/mg proteina [Reznick AZ,
et al., 1994; Levine RL, et al.,1994].
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Fig.11. Reaccion de la dinitrofenilidrazina y el grupo carbonilo.

6.4.3 Niveles de peroxido de hidrégeno

Esta determinacion se llevd a cabo por el método de Hierro-Naranja de Xilenol
(FOX), basado en la oxidaciéon de Fe?* a Fe** por el per6xido de hidrégeno en
condiciones acidas (Reaccion 6). El i6n 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 colorido que se puede medir a 560 nm (Reaccion 7). Para ello se
construye una curva patrén con distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno y
posteriormente se interpola la absorbancia de la muestra para obtener un valor de
concentracién. En estas muestras se determind el contenido de proteinas por el
método de Lowry, para expresar el resultado en nmol de H,O,/mg proteina [Banerjee
D etal., 1999].

Fe** +H,0, — Fe®™ +OH + OH (6)
Fe**+X0  —* Fe*-HO (7)

6.5 Actividad enzimas antioxidantes

6.5.1 Catalasa (CAT)

La determinacion de la actividad de la CAT se realiz6 de acuerdo al método de
Aebi, basado en la disminucién de la absorbancia del H,O, debida a su degradacién
por accion de la CAT presente en la muestra [Aebi HE., 1983; 1984]. Se lee la
absorbancia a 240 nm cada 15 s durante 30 s, que es el periodo en el que la

descomposicién de H,O, sigue una cinética de primer orden. De acuerdo a Aebi, se



uso la constante de reaccién de primer orden (k) como la unidad de actividad de la
CAT, definida de acuerdo a la siguiente formula: k=(1/t) (2.3Xlog A,/A;); donde t=
intervalo de tiempo medido, y A; y A, son las absorbancias del H,O, en los tiempos t; y

t,. Los resultados se expresan como k/mg proteina.

6.5.2 Superdéxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se midié por la capacidad de esta enzima de inhibir la
reduccién del azul de nitrotetrazolio (NBT), al metabolizar a H,O, los aniones
superdxido generados por el sistema xantina-xantina oxidasa (figura 9) [Oberley y
Spitz1984]. La actividad de SOD se calcula tomando como referencia de 100% de
reduccion de NBT a los tubos control a los cuales no se adiciona muestra. Una unidad
de SOD (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir en un 50% la
reducciéon del NBT. En estas muestras se determiné también el contenido de proteinas

por el método de Lowry, para expresar los resultados en U/mg proteina.

6.5.3 Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx se midi6 de manera indirecta por una reaccion acoplada
con la glutation reductasa [Lawrence RA et al., 1976]. Este método se basa en la
disminucion de la absorbancia a 340 nm debida a la desaparicion de NADPH. La GPx
consume glutation reducido, el cual es regenerado por la glutatiébn reductasa a partir
de glutation oxidado, proceso que consume NADPH (Figura 12). La actividad GPx se
determina midiendo cada minuto durante cuatro minutos la absorbancia de la muestra,
posteriormente se promedian los cambios de absorbancia y se calcula la actividad
utilizando el coeficiente de absorcién milimolar del NADPH. Una unidad de GPx (U) se
define como la cantidad de enzima que oxida un umol de NADPH por minuto. Los
datos se expresan como U/mg proteina, por lo que es necesario cuantificar la cantidad

de proteinas en el ensayo por el método de Lowry.

H>O;
2 GSH NADP* + H*

GPx GSH reductdsa



Fig. 12. Ciclo de oxidacién-reduccion del glutation. Sistema en el que se basa la determinacion
de actividad de GPx. GSH= glutatién reducido, GSSG= glutation oxidado, GPx= glutatién
peroxidasa.

6.6 Activacion del factor de transcripcién NF-xB

Una de las formas mas comunes, aunque indirecta, para determinar la
activacion de NF-kB es determinando la cantidad de IkB por Western blot. EI NF-kB
inactivo se encuentra en el citoplasma unido a su inhibidor el IkB, el cual es degradado
tras la presencia de un estimulo activador; por lo que, al cuantificar los niveles de IkB
presente en el citoplasma, se realiza una medida indirecta de la activacion de NF-kB;
es decir, si la cantidad de IkB en citoplasma disminuye se infiere que el NF-kB fue

activado. El proceso molecular se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Via clasica de activacién de NF-kB. La presencia de citocinas, productos
microbianos o estrés, activa a IKK (cinasa de IkB), ésta fosforila a IkB dando la sefial para su
degradacion por el proteosoma, de esta forma NF-kB queda libre para traslocarse al nicleo.

El método de Western blot comprende una electroforesis desnaturalizante en

gel de poliacrilamida para separar proteinas desnaturalizadas por su peso molecular.



Posteriormente, estas proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa que
se incuba con el anticuerpo primario anti-IKBa de tipo 1IgG de cabra. Después, se
incuba con un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra conjugado con una peroxidasa,
permitiendo determinar la presencia de IKBa por quimioluminiscencia al adicionar el
sustrato. La deteccion de la quimioluminiscencia se realiza exponiendo una placa
fotografica a la membrana durante algunos minutos, y posteriormente se realiza el
revelado. Con ayuda de un programa computacional se analiza la autorradiografia de
la membrana y se calculan los niveles de kB por densitometria. La deteccion de actina
se utilizé como control de carga y se realizé de forma simultanea a la deteccion de 1kB-
a [Towbin H, et al.,1979; Sambrok J, et al., 1989].

6.7 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media + error estandar. Los datos se
analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) de comparaciones multiples,
y después se aplic6 una post-prueba de Newman Keuls. Para esto se utilizo el
programa Prism 2.01 (Graph Pad, PRISMA).



VIl. RESULTADOS
7.1 Extracto de tamarindo

Las caracteristicas del extracto preparado fueron las siguientes: es un liquido
viscoso de color café oscuro, al rayo de luz es trasltcido con olor caracteristico al

fruto de tamarindo y una densidad de 1.21 g/mL.

Para caracterizar el extracto de tamarindo se determin6 la cantidad de
fenoles totales por un método colorimétrico el cual se montdé exitosamente. El
extracto mostré6 una concentracion de 3.3 mg de fenoles totales/mL de extracto.
Por otro lado, se determind la capacidad del extracto de inactivar al radical
superéxido, para ello se utilizd también un método colorimetrico. Se hicieron
distintas diluciones del extracto con concentraciones finales de 0-80 pg fenoles/mL
y se construy6é una curva de porcentaje de inactivaciéon contra concentracion. Se
observé un efecto dependiente de la concentracion de comportamiento logaritmico
(figura 14) y se calculé la ICso mediante una regresién resultando ser de 2.4 ug/mL.
Para tener un punto de comparacion se realizé6 el mismo procedimiento con la

vitamina C, obteniéndose bajo nuestras condiciones de estudio una ICs, de 20.8

ug/mL.
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Figura 14. Inactivacién (%) de radical superéxido con distintas concentraciones de extracto
de tamarindo.

La capacidad antioxidante del extracto se determiné mensualmente por 6
meses. Se observé una disminucién paulatina de la inactivacion de radical

superoxido ya que la ICs registrada al sexto mes fue de 4.25 ug de fenoles/mL.



7.2 Protocolo experimental in vivo

Durante el tiempo de tratamiento con el extracto de tamarindo previo a la
administracion del carcindgeno, se registré diariamente el peso corporal de los
animales, observandose que la administracion del extracto de tamarindo no tuvo

efecto significativo en el crecimiento. Esto se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Peso corporal de los grupos estudiados durante el tratamiento previo a la
administracion de FeNTA. A los grupos Tamarindo y Tam+FeNTA se les administré el extracto
via ig y los grupos Control y FENTA recibieron agua. Cada punto en la grafica representa el
promedio de 10-13 datos + EE.

7.3 Marcadores de estrés oxidativo

7.3.1. Dafo oxidativo a lipidos

La figura 16 muestra los resultados de la determinacion del contenido de
malondialdehido (MDA) en corteza renal, indicador de lipoperoxidacién. El grupo
Tamarindo presentdé niveles de MDA iguales al grupo Control, por lo tanto la
administracion del extracto no afectd el contenido de MDA. La administracion de
FeNTA provocé un incremento en la lipoperoxidacion, pues los niveles de MDA fueron
10 veces mayores al grupo Control. Se observé un efecto protector por parte del
extracto de tamarindo, pues el grupo Tam+FeNTA mostré una disminucion significativa
del 24% del contenido de MDA respecto al grupo tratado solo con FeNTA, aunque el
valor no llegé a ser igual a los valores control; por lo tanto, se puede decir que el
extracto protegio parcialmente contra los efectos inducidos por el carcinégeno sobre el

dafio a los lipidos.
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Figura 16. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracion de FENTA
sobre los niveles en corteza renal de MDA, marcador de dafio oxidativo a lipidos. Cada barra
representa la media + EE. El valor de n por cada grupo se muestra en la base de cada
columna. Los grupos con diferente letra presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.001).

7.3.2 Dafio oxidativo a proteinas

Los resultados de la determinacion del dafio oxidativo a proteinas muestran un
comportamiento similar al dafio oxidativo a lipidos; es decir, también se obtuvo una
proteccion parcial por parte del extracto de tamarindo contra los efectos del
carcindgeno, ya que se observé una disminucion del 18.5% del dafio a proteinas en el
grupo Tamarindo+FeNTA comparado contra el grupo de FeNTA. En el grupo
pretratado con tamarindo no se observé ningin cambio con respecto al Control. Estos

resultados se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracion de FENTA
sobre el contenido en corteza renal de grupos carbonilo, marcador de dafio oxidativo a
proteinas. Cada barra representa la media + EE. El valor de n para cada grupo se muestra en
la base de cada columna. Los grupos con diferente letra presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001).



7.3.3 Concentracién de peroxido de hidrégeno (H,O5)

El pretratamiento con el extracto de tamarindo no modificé el contenido renal
de H,0,, pues los grupos Control y Tamarindo mostraron valores similares
estadisticamente. En el grupo FENTA se puede observar un aumento significativo de
H,0,, pues el contenido de esta ERO es 2.5 veces mayor al grupo Control. Por parte
del extracto de tamarindo se observo un efecto protector, pues el grupo Tam+FeNTA
mostré una disminucion significativa del 40.5% en los niveles de H,O, con respecto al
grupo de FeNTA; el grupo de Tamarindo+FeNTA, en este caso, presentd valores
estadisticamente iguales al control, por lo que se concluye que el extracto de
tamarindo previno totalmente el incremento de los niveles de H,O, inducidos por el

carcinogeno (figura 18).
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Figura 18. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracion de FENTA
sobre el contenido en corteza renal de. H,O, Cada barra representa la media + EE. El valor de
n para cada grupo se presenta en la base de cada columna. Los grupos con diferente letra
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.001).

7.4 Actividad enzimas antioxidantes

7.4.1 Catalasa (CAT)

La actividad de la CAT no se moadificd por la administracién del extracto de
tamarindo, pero si por la administraciéon del carcinégeno, pues el grupo tratado con
FeNTA present6 una disminucion significativa del 25 % con respecto al grupo Control.
Esta disminucion fue prevenida totalmente por el pretratamiento con el extracto de
tamarindo, pues el valor de actividad de la CAT del grupo Tamarindo+FeNTA fue igual

a la del grupo Control (figura 19).
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Figura 19. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracion de FENTA
sobre la actividad de CAT en corteza renal. Cada barra representa la media + EE. El valor de n
para cada grupo se muestra en la base de cada columna. Los grupos con diferente letra
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.4.2 Superdéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se modificé por la administracién del extracto, pues el
valor del grupo Tamarindo fue significativamente menor con respecto al Control. De
igual forma, el grupo FENTA mostré una disminucién del 11.2 % en la actividad de esta
enzima, pero en el caso del grupo Tamarindo+FeNTA el valor de actividad enzimatica
es igual al control; por lo tanto, se puede decir que el extracto evitd la disminucién de

la actividad de esta enzima (figura 20).
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Figura 20. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracién de FENTA
sobre la actividad de la SOD en corteza renal. Cada barra representa la media + EE. El valor
de n para cada grupo se muestra en la base de cada columna. Los grupos con diferente letra

presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.4.3 Glutation Peroxidasa (GPx)



Los resultados de la actividad de la GPx se muestran de forma relativa, pues al
corroborar los resultados con un segundo grupo de animales se obtuvo el mismo
comportamiento, pero el valor absoluto presenté diferencias. En la figura 21 los
graficos A y B muestran los resultados de cada uno de los protocolos realizados. El
grafico C se construyd tomando el promedio de los grupos control como 100% de
actividad, y a partir de este se calculo el porcentaje de actividad correspondiente a los
promedios de los demas grupos estudiados. Se observa que el tratamiento con el
extracto no tuvo efecto sobre la actividad de la GPx. La administracion del carcinbgeno
disminuyd un 26% la actividad con respecto al grupo Control, y el pretratamiento con el

extracto de tamarindo logré prevenir totalmente la disminucién inducida por el FeNTA.
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Figura 21. Efecto del pretratamiento con el extracto de tamarindo y la administracién de FeNTA
sobre la actividad de glutatién peroxidasa en corteza renal. Las gréaficas A y B corresponden al
primer y segundo protocolo respectivamente, y la gréfica C es el promedio de ambos,
expresado en forma de porcentaje de actividad tomando como 100% el promedio de los grupos
Control. Cada barra representa la media + EE. El valor de n para cada gupo se muestra en la
base de cada columna. Los grupos con diferente letra presentan diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

7.5 Activacion del factor de transcripcion NF-kB (niveles IKB-a)



Con el proposito de investigar probables mecanismos moleculares involucrados
en la carcinogenicidad del FENTA se determind la activacion del factor NF-kB. Por
medio de la técnica de Western blot se determinaron los niveles en corteza renal de
IKB-a, una de las proteinas inhibitorias del factor de transcripcion NF-kB. En la figura
22 se muestra una imagen representativa de los ensayos realizados, donde se
observan las bandas de una autorradiografia de la membrana donde se detectd
inmunoldgicamente |kB-a. Como control de carga se determind actina de forma

simultanea a la deteccién de IkB-a.

Ct Ct T T Fe Fe T+Fe T+Fe

Figura 22. Niveles de IkB (37KDa) y actina (42KDa) en corteza renal
determinados por Western blot. La imagen es representativa de los ensayos
realizados. Ct=control, T=tamarindo, Fe= FENTA, T+Fe= Tamarindo+FeNTA.

Se realizé un analisis densitométrico de las bandas de las autorradiografias y
los datos obtenidos se analizaron estadisticamente. Los resultados se muestran en la
figura 23. En los grupos experimentales estudiados no se observaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo Control; por lo tanto, se puede
decir que el extracto de tamarindo y el carcinégeno no alteraron los niveles en corteza

renal de IkB-a bajo las condiciones experimentales utilizadas en el presente trabajo.
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Figura 23. Efecto del pretratamiento del extracto de tamarindo y la administracion del
carcinogeno renal FeNTA sobre los niveles en corteza renal de IkB-a determinados por
Western blot. Cada barra representa la media + EE. El valor de n para cada grupo se muestra
en la base de cada columna.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha aceptado que el estrés oxidativo juega un papel importante en el
proceso de carcinogénesis. De hecho, se ha observado que el uso de antioxidantes
puede proteger contra el desarrollo de ciertos tipos de cancer [Valco M et al., 2006].
En el cancer renal inducido por la exposicién a nitrilotriacetato de hierro (FENTA) se
sabe que participa el estrés oxidativo [Bahnemann R, 1998; Ansar S, et al., 1999;
Oberley T, 2002], por lo que en el presente trabajo se consider6 de gran interés probar
si un extracto de tamarindo rico en compuestos antioxidantes, como son los

polifenoles, tiene la capacidad de prevenir los efectos del carcindgeno renal FENTA.

El primer paso en esta investigacion fue obtener y caracterizar el extracto de
tamarindo. Para ello, se realiz6 una extraccion etandlica de pulpa de tamarindo y al
producto resultante se le determiné la cantidad de fenoles totales, obteniéndose 3.3
mg de fenoles/mL de extracto. Para medir la capacidad antioxidante se determiné la
inactivacion del radical superdxido, obteniéndose una ICso de 2.4 ug fenoles/mL. Estos
resultados concuerdan con la bibliografia, ya que anteriormente se reportaron valores
similares de contenido fendlico y capacidad de inactivacion de radical superdxido para
un extracto de fruto del tamarindo [Martinello F, et al., 2006]. Incluso, se ha analizado
la composicion de extractos similares, reportandose la presencia de polifenoles como:
naringenina, catequina, epicatequina, taxifolin y distintas procianidinas [Sudjaroen Y, et
al., 2005]. Los resultados de inactivacion de radical superéxdio se compararon con
vitamina C, un antioxidante ampliamente utilizado y bien caracterizado [Bagchi D, et
al., 1997] que bajo nuestras condiciones de estudio presentd una ICso de 20.8 ug/mL.
El extracto de tamarindo resulté ser 8 veces mas potente que la vitamina C. Por lo

tanto se puede decir que el extracto tiene una excelente capacidad antioxidante.

Una vez comprobada la excelente capacidad antioxidante in vitro del extracto
de tamarindo se evalu6 in vivo. En el protocolo experimental se administrd el extracto
de tamarindo a una dosis de 25 mg de fenoles/kg de peso corporal. Esta dosis se
eligié con base en la literatura y de acuerdo a estudios realizados previamente en
nuestro laboratorio con otros antioxidantes de caracter polfenélico, donde se observé
que dosis mayores de 200 mg/kg tienen efectos negativos [Martinello F, et al., 2006;
Landi-Librandi AP, et al., 2007].

El grupo administrado Unicamente con el extracto de tamarindo no mostré

alteraciones en el crecimiento, niveles de marcadores de estrés oxidativo, actividad de



enzimas antioxidantes y activacion de NF-kB. Estos datos indican que la
administracion de este extracto no tiene efectos nocivos para la salud de los animales

bajo las condiciones de estudio utilizadas.

Los resultados obtenidos en el grupo de animales tratados Unicamente con
FeNTA, muestran aumento en el dafio oxidativo a lipidos y proteinas, y en los niveles
de perdxido de hidrégeno, asi como una disminucion en la actividad renal de las
enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx). Estos efectos han sido reportados en la
literatura anteriormente y son caracteristicos de la exposicion de roedores al FENTA
[Umemura T, et al., 1990; Qi W, et al., 1996; Toyokuni S, et al., 1996]. Entre las teorias
que explican el efecto oxidativo del FENTA se ha propuesto que la molécula de
Fe**NTA es reducida a Fe?’NTA al llegar al lumen de los tibulos proximales renales
por los productos de degradacién del glutation reducido (GSH), cisteina y
cisteinglicina; en este estado de reduccion el FeNTA, en presencia de H,O,, produce
radical hidroxilo (OH) via reaccién de Fenton-Haber Weiss (reaccién 3) [Chopra K, et
al., 2004]; ademas, se ha comprobado que la autooxidacion del Fe**NTA genera
radical superéxido (Oy) [Singh D, et al., 2004].

Por otro lado, se observd proteccion en todas las determinaciones de
marcadores de estrés oxidativo por el pretratamiento con el extracto de tamarindo:
parcial en la oxidacién de lipidos y proteinas, y total en el aumento de los niveles de
peroxido de hidrogeno. Estos resultados pueden indicar que el extracto de tamarindo
tiene el potencial de prevenir el desarrollo de cancer, ya que el aumento de peréxido
de hidrégeno y dafio oxidativo a lipidos son factores de riesgo a la carcinogénesis [Loo
G., 2003; Valco M, et al., 2006]. Otros autores han encontrado proteccion por parte de
extractos polifénolicos en la oxidacion de lipidos y en el aumento de H,O, causados
por la administracion de FeNTA, pero en estos casos la disminucion del dafio fue
menor que la obtenida con el extracto de tamarindo; la oxidacion de lipidos disminuyé
24% con la administracion del extracto de tamarindo, mientras que un extracto
polifendlico de Ficus racemosa solamente logré disminuir el 17.3%. Los niveles de
peréxido de hidrégeno disminuyeron un 40.5% con el extracto de tamarindo y con el
otro extracto solo 26.3% [Khan N, et al., 2005]. En cuanto a la oxidacion de proteinas
no hay datos reportados en la literatura de compuestos antioxidantes que muestren
proteccion sobre este parametro, por lo que esta es nueva informacién aportada por el

presente trabajo.



Las enzimas antioxidantes SOD y CAT mostraron una actividad disminuida en
los grupos tratados Unicamente con extracto de tamarindo. En otros estudios donde se
administran flavonoides es evidente una disminucion en los grupos tratados
Unicamente con el antioxidante, sin embargo los autores no discuten estos hallazgos
[Chopra K et al; 2004; Singh D et al., 2004]. Una explicacion logica a este
comportamiento, es que la administracion del extracto reduce la concentracion de
especies reactivas de oxigeno, lo cual disminuye la cantidad de sustrato disponible
para las enzimas, por lo tanto la actividad enzimética disminuye al no ser requerida. En
cuanto a la actividad de GPx, no se observé ningan cambio en el grupo administrado
solo con el extracto de tamarindo. Por otro lado, la actividad de las tres enzimas
estudiadas disminuy6 con la administracion de FeENTA, y en todos los casos se previno
totalmente esta disminucién por el pretratamiento con el extracto de tamarindo. Esto
indica que la administracion del extracto de tamarindo, bajo las condiciones de estudio
utilizadas, no dafia a las enzimas como se ha observado en otros estudios, donde la
administracion de polifenoles en altas dosis propicia un efecto prooxidante sobre
proteinas y otras biomoléculas [Bravo 1998; Yang CS et al.,, 2001]. El extracto de
alguna forma regula la actividad de CAT y SOD, y cuando la célula se enfrenta a un

reto oxidativo es capaz de recuperar la actividad de ambas enzimas.

En cuanto a la actividad del factor de transcripcion NF-kB no se observé ningin
cambio significativo entre los grupos estudiados. Esto no descarta la posibilidad de
que este factor esté involucrado en la carcinogenicidad del FeNTA. La via clasica de
activacion por degradacion de IkB es la mas comun, razén por la cual se decido
determinar los niveles de IkB-a, aunque se sabe existen por lo menos dos isoformas
mas de esta proteina. Ademas, existen otras vias de activacion distintas a la clasica
que no involucran a IkB, una de ellas la activacion de la cinasa inductora de NF-kB
(NIK), la cual fosforila directamente a NF-kB [Bubici C, 2006; Gilmore TD, 2006]. Por
otro lado, la variacion de los niveles de IkB podrian darse a tiempos distintos al
determinado en este estudio, ya que la activacion de NF-kB es un proceso finamente
regulado. Por lo tanto para concluir si NF-kB estd involucrado en el mecanismo de
carcinogenicidad del FeENTA debe considerarse la determinacion de IkB-a a distintos
tiempos después de la administracion de FeNTA, y realizarse la determinacién de la
actividad de este factor de transcripcion mediante geles de retardo o un ensayo

electroforético de movilidad retardada (EMSA).



IX. CONCLUSIONES

° Se prepar6 un extracto del fruto de tamarindo rico en compuestos polifenélicos

con excelente capacidad antioxidante.

° El pretratamiento de roedores con dicho extracto previno el dafio oxidativo

renal inducido por la exposicion a FeNTA en un estudio agudo.

. La exposicion a FeNTA no altero la activacion del factor de transcripcion NF-kB
bajo las condiciones de estudio utilizadas, por lo que es necesario realizar otros
estudios para concluir si este factor de transcripcion estd involucrado en el

mecanismo molecular de carcinogenicidad del FeNTA.

o Estos resultados indican que el fruto del tamarindo podria ser una importante

fuente de moléculas antioxidantes con probable actividad quimiopreventiva.



X. APENDICE

10.1 PREPARACION EXTRACTO ETANOLICO DE TAMARINDO [Martinello F, et al.,

2006]

1.

2.
3.

10.
11.

12.
13.

Utilizar tamarindo de colima (al comprarlo asi se pide en el mercado, los
marchantes saben de donde proviene).

Las vainas de tamarindo se pelan y se les quita la semilla

Por cada kilogramo de tamarindo se obtienen aproximadamente 500 g de pulpa
y pericarpio.

Preparar una solucioén de etanol al 70%.

En la maceracion se agregan 400 ml de ETOH al 70% por cada 100 g de
material vegetal.

Macerar durante 3 a 5 dias agitando periddicamente. Mantenerse en
refrigeracion a 4° C.

El macerado se destila por rotoevaporacién para eliminar el ETOH. La
temperatura a la cual empieza a destilar el sistema es aproximadamente a 80°
C. Al principio de la destilacién se deja una pequefa fuga en el refrigerante del
rotavapor para evitar que el extracto sea vomitado.

La cantidad de etanol obtenido después de la destilacibn debe ser
aproximadamente el 70 % del volumen total de soluciéon de ETOH adicionado
al material vegetal inicialmente.

Centrifugar el extracto en tubos de vidrio de 25 ml con tapa de rosca. Estos
tubos deben meterse a la centrifuga con una camisa de hule. (los tubos son
marca Costar).

Centrifugar a 8000rpm durante 20 minutos.

Como sobrenadante se obtiene una capa grasosa color café-gris. Esta debe
retirarse filtrando con gasa doblada 4 veces.

Almacenar el extracto en frasco de vidrio debidamente rotulado a 4° C.

Si se piensa almacenar por largo tiempo (mas de 2 meses) adicionar benzoato
de sodio al 0.05%. Para ellos, se pesa la cantidad correspondiente de benzoato
y se agrega al extracto en agitacion constante a una temperatura de 40° C.

10.2 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES [Pourmorad F, et al., 2006]

Procedimiento:

oA wWNE

Utilizar tubos de ensayo 12x75.

Agregar a cada tubo 400 pL de Na,CO3; 1M.

Agregar 50 yL de estandar, agua ( blanco) o muestra (extracto vegetal)*
Adicionar 500 L de reactivo Folin Ciocalteu diluido 1:10.

Agitar 5” e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Leer a 765nm.

e El extracto a evaluar generalmente debe diluirse para que caiga dentro de
la curva patron. Para el extracto etandlico de tamarindo es suficiente
realizar diluciones 1:10, 1:20 y 1:50.



Curva Patrén:

Concentracion [pg/mL] pL de estandar pL H,O destilada
50 5 995
100 10 990
150 15 985
200 20 980
250 25 975
Soluciones:

Carbonato de sodio 1M.

Pesar 26.5 g de Na,COs; disolver en agua destilada y aforar a 250 mL .
Estandar para la curva patrén acido galico [10 mg/mL].

Pesar 50 mg de acido galico y disolver en 5 mL de metanol al 50%.

Ejemplo curva patron

Curva Patréon Fenoles totales

1.00+
galico [ugh Abs
o75]  Y=0.004x-.135 X Y
50.00  0.0850
[%2]
2 50l 10000 02637
150.00 04597
2 _
0.25. r® = 0.993 20000 07337
250.00  0.8825
0.00 T T 1
0 100 200 300

ac. galico [ug/ml]

Para obtener la ICsy se obtiene la ecuacioén de la curva:
y =24.177Ln(X) - 12.963

y se calcula el valor deseado.

10.3 INACTIVACION DE RADICAL SUPEROXIDO [Oberley y Spitz1984]

Se utilizé la misma técnica de actividad de SOD para realizar esta determinacién (ver
mas adelante en este anexo). En este caso se obtiene el % de inactivacion de radical
superoéxido.

Ejemplo de calculo:

Tubo 100% reduccién NBT absorbancia promedio= 0.2158

Muestra absorbancia= 0.154

0.2158-100%




0.154-X  X= 71.36% reduccion de NBT por lo tanto se atrapd 100-71.36= 28.6%
radical superéxido.

10.4 PREPARACION DEL CARCINOGENO RENAL NITRILOTRIACETATO DE
HIERRO (FeNTA) [Toyokuni S et al., 1994]

Nitrato de hierro Fe(NOs); | Ntrilotriacetato de Bicarbonato de sodio
160 mM sodio(NTANa) 320 mM NaHCO; 120 mM
0.6464 g en 10 mL de 1.881 g en 25 mL de 5.0406 g en 500 mL H,0O
NaHCO3; 120 mM NaHCO3; 120 mM * desionizada.

Todo debe prepararse en material de aforo.

Tener cuidado al disolver el nitrato de hierro ya que se crea efervescencia que puede
ocasionar el derrame de la solucién antes de completar el aforo

La soluciéon de FeNTA siempre se prepara mezclando en proporcion 1:2 solucion de
nitrato de hierro y nitrilotriacetato de sodio respectivamente. Ejemplo:

30 mL de FeNTA: mezcla de 10 mL de Fe(NO); y 20 mL de NTANa 320 mM.
La solucién de FeNTA debe mantenerse en la oscuridad ya que es fotolabil.

Para ajustar el pH de la solucion de FeNTA a 7.4 se utilizan 0.2 g de NaHCO;
aproximadamente. Siempre se observan pequefios cambios a lo largo del tiempo que
se incrementan con la agitacion.

El carbonato debe agregarse lentamente con constante agitacion y debe observarse el
incremento de pH de la solucién, si es muy lento puede agregarse un poco mas de
carbonato, cuando el pH llegue al punto deseado (7.3) debe dejar de agitarse la
solucion para mantener este pH constante por mayor tiempo.

Como el pH del FeENTA tiende a aumentar espontaneamente debe de tenerse otra
solucién a parte de FeENTA sin ajuste (sin haber agregado 0.2 g de carbonato) esto
para disminuir el pH en caso de que este llegue a sobrepasar 7.4 y poder seguir
inyectando a los animales sin tener que preparar una nueva solucion.

Al realizar la operacion de ajuste de pH a la solucion de FeNTA el potenciometro debe
de estar en modo Standby (donde todo el tiempo esta midiendo el cambio de pH) ya
que esta solucién nunca mantendra el pH constante.

10.5 OXIDACION DE LIiPIDOS [Erdelmeier et al.,1998]
Preparacion del homogenizado

1. Lavar el rifidn en solucidn salina isoténica 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.
Técnica

o g




1. Anadir 6 mL de metanol 100% a 18 mL de 1metil-2fenilindol 10 mM en
acetinitrilo (reactivo A).
Poner en tubos de ensayo 200 pL de muestra.

Anadir 650 pL del reactivo A.

Agitar suavemente en el vortex.
Anadir 150 pL de HCI 37% (12N).

Incubar a 45° C + 1 °C por 60 min.
Centrifugar los tubos a 15 000 xg por 10 min
Transferir el sobrenadante a una celda.

2
3
4
5.
6. Mezclar bien y tapar los tubos.
7
8
9
1

0. 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 puL de acetonitrilo/metanol (75/25%) en
lugar del reactivo A. La adicion del acido y la incubacién de la muestra se llevan a
cabo como se describié 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 uM

2. Pipetear las siguientes cantidades de reactivos:

Tubo Stock (uL) 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

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.

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

Pesar
500 mL
Na,PO, 0.8626 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 100 mL

Pesar 0.3152 g 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 10 mM (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 1 OmM

Para preparar 25mL

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

NOTA: La solucién 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

10.6 OXIDACION DE PROTEINAS [Reznick et al.,1994]

Preparacion del homogenizado y técnica

1. Pesar 100 mg de tejido y homogenizar en 900 uL de buffer de fosfatos 50 mM
EDTA 1mM, tritdbn 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.

4. Centrifugar 10 min a 3500 xg a 4°C

5. Hacer 2 tubos por muestra

6. Blanco: 150 puL homogenado + 600 puL HCI 2.5 M

7. Problema: 150 uL homogenado + 600 uL DNPH 10 mM

8. Agitar los tubos e incubar 1h a temperatura ambiente en obscuridad. Agitar
cada 15 minutos.

9. Adicionar 750 pL 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 botdn con 600 uL 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 ultimo lavado
(campana)

20. Resuspender el botén 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] uL ABS 4 mg/mL | Guanidina uL
mg/mL en Guanidina

1 [0.26 65 935

2 105 125 875

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.

Célculos:

EJEMPLO: Se usa el coeficiente de absorcion 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 B 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 esla[] de DNPH/mL

£=22000 M = 22000/(10° nmol/mL)

cAPS_ A absx45.45
£ 2.2x10°/16

Soluciones

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

Pesar

100 mL
NaH,PO, 0.4194 g
NazHPO4 0.278 g
EDTA-Na, 0.0372 g
Leupeptina 0.0005 g
Pepstatina A 0.0005 g
Aprotinina 0.0007 g
Tritdn 0.1 mL

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, triton.

Para preparar 10 mL



Pesar 1 g. de sulfato de estreptomicina, disolver en amortiguador de fosfatos 50 mM
c/inhibidores, EDTA y Tritén.y aforar

Solucién 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 20 g 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
KH,PO, 0.092 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 guanidina 6M

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



Almacenar a 4°C

10.7 CONCENTRACION DE H,0; [Long y cols., 1999; Banerjee y cols., 2002].

Preparacion del homogenizado
1. Hacer los homogenados inmediatamente después del sacrificio.
2. Homogenizarl00 mg de tejido en 900 uL en buffer de fosfatos 100 mM pH=7.4.
3. Centrifugar a 15 000 xg durante 20 min, tomar el sobrenadante.
Técnica
1. Mezclar en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mL:

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

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

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

PREPARACION DE LA CURVA PATRON
1. Diluir 285 pL de H,0O, 30% con H,O desionizada hasta 100 mL. (hacerlo en
matraz aforado) para obtener la solucién “stock” de H,O, 25 uM
2. 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
[HzOz] MM l.lL de H,O, 100 HM HL 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 ul para usarlos en el ensayo, de manera que
la concentracion final de cada estandar sera la siguiente:

Estandar de[H,0,] uM [H,O,] en ensayo

0 0

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




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

Soluciones
Buffer de homogenizacion: buffer de fosfatos 100 mM pH 7.4

Pesar:

250 mL

Na,HPO, 2.164¢g

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

HgSOé 250 mM

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 Hzoz 25 uM

Para preparar 100mL
Diluir 285 L de H,O, 30% con H,O desionizada y aforar a 100 mL.
Preparar en el momento del ensayo

10.8 MEDICION DE PROTEINAS TOTALES [Lowry y cols., 1951]
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.

Técnica

PREPARACION DE LA CURVA PATRON
1. Preparar una curva estandar con albumina sérica bovina al 0.05%.

[ASB]ug/0.2 mi 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
2. Numerar tubos de vidrio de 12 x 75 mm o de 13 x 100 mm
3. Colocar en cada tubo 0.2 ml de la muestra diluida
4. A todos los tubos afiadir 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 pL de sol. D con agitacion simultadnea
7. Esperar 30
8. Leer a 660 nm.
9. Calibrar con el blanco de la curva.
Célculos

El factor de correccion se obtiene de la siguiente manera:
1. Multiplicar la concentracidon obtenida en el espectro x 5 para pasar de
ug/200 pl a pg/ml (en el ensayo de Lowry se usan 200 uL de muestra).
2. Multiplicar por la diluciébn de la muestra (lo que permite conocer la
concentracion real de la proteina en pg/mL)
3. Dividir entre 1000 (para pasar de ug/mL a mg/mL).

Pasar de 0.2 mL a diluciéon Pasar de ug a FACTOR DE
ml mg CORRECCION
5 X |50 + 1000 0.25
5 x | 150 + 1000 0.75
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

CuSQ, 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

10.9 ACTIVIDAD ENZIMAS ANTIOXIDANTES

HOMOGENIZADO

1. Homogenizar 100 mg de tejido en 900 pL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7

triton 1%

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

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

Buffer de homogenizacién: Buffer de fosfatos 50mM pH 7 tritén 1%

Pesar

250mL

KH,PO, |1.0524¢g

Na,HPO, |0.6745¢g

Tritén 2.5 mL

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

10.9.1 CATALASA [Aebi H 1984]
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 dilucion de la muestra + 725 uL
de HzOg 30 mM

3. Agitar en vortex

4. Vaciar el contenido del tubo por decantacién 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

Céalculos

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

K = (1/A)(2.3 x log [AL/[A2])



donde t = intervalo de tiempo medido, [A:1] Y [A2] son las absorbencias del H,O, en los
tiempos t; y to.
Para un intervalo de 30 seg se aplica la formula:

k =0.033 x In [A1/A;]
Para un intervalo de 15 segundos se aplica la siguiente férmula:
k =0.0667 x In [Ai/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.

Soluciones

Amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0

Pesar

250 mL
KH,PO, 0.2105 g
Na,HPO, 0.135¢g

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

HQQZ 30 mM

Para preparar 50 mL

Medir 170 yL de peréxido de hidrégeno al 30%, disolverlos en amortiguador de
fosfatos 10 mM vy aforar.

Preparar al momento del ensayo

10.9.2 SUPEROXIDO DISMUTASA [Oberley y Spitz1984]

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 nimero 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 reduccién.

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

Procedimiento (considerando un intervalo de 15 seg).
(Tiempo cero segundos) Tubo #1 de 100%

165 pL de amortiguador

20 plL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #2 de 100%

165 pL de amortiguador

20 uL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo blanco de muestra n

165 pL de muestra

20 pL de amortiguador
(15 segundos después) Tubo problema de muestra n

165 pL de muestra

20 plL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo problema de muestra n

165 pL de muestra

20 plL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #3 de 100%

165 pL de amortiguador

20 plL de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #4 de 100%

165 pL 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 adicién
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.
Calculos
Ejemplos.
Promedio |X= M - Proteina|mg de|U/mg
D.O. de los|blanco |U= (100%- | (mg/ml) |proteina | proteina

problemas |de X)/ en




(M) muestra | (0.5)100% ensayo
*

100% de|0.4700 |0.4700
reduccion

100% de|0.4700
reduccion

Blanco de|0.0180
muestra 1

Problema |0.2360 |0.2450 0.2270 |1.0340 20.55 0.0678 |15.25
de muestra
1

Problema 0.2540
de muestra
1

100% = Promedio de los 4 tubos del 100% de reduccién.
* 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 dilucion usada en las muestras de este ejemplo, asi que:
Proteinas totales x 0.33 / 100 6 Proteinas totales x 0.0033

Soluciones

Na2C03 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,COs; 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 ambar.

Albumina 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
EDTA 0.6mM (mL) 1.25 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20
NBT 150 uM (mL) 1.25 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20
Na,CO3 400mM | 0.75 15 3 3.75 6 7.5 9 12
(mb)

ABS 0.1% (mL) 0.33 0.75 15 2.25 3 3.8 4.5 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
gue se debe pesar dependiendo de las especificaciones de cada lote.

Ejemplo

Lote con 0.16U/mg sdlido:

0.16 U-1mg 1050 mg - 1000 mL
168U -xmg 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.

10.9.3 GLUTATION PEROXIDASA [Harris., 1992; Ichikawa y cols., 1994]
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 uL de mezcla de reaccién + 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 incubacién del tubo inespecifico afadir al
siguiente tubo (muestra #1):

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

7. Agitar en vortex

8. Cumplidos los 5 minutos de incubacién del tubo inespecifico adicionar a este
100 pL de H,0, 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 incubacioén de la
muestra #2).

15. Sacar la celda del espectrofotometro, 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).

Célculos:

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 absorcién 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 = umol 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 concentracién de proteinas totales en la muestra.

Ejemplos.

D.O. |AD.O [Promedi |Promedio -|X Protein | Protein |U/mg

0 Inespecific |0.16 |a a en | protein
0 (mg/ml) |ensayo |a

Inespecific [0.81 |0.043|0.0475
0 9 0.048

0.77 10.047

6

0.72




0.68
1

Problema 1 0.84 |0.118 |0.128 0.0805 0.012 |19.0 0.19 0.0678
5 0.123 9
0.72 |0.131
2

0.60
1
0.47
0

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 uL 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.

Soluciones

Buffer de fosfatos 50mM pH 7

Pesar

250mL

KH,PO, |1.0524¢g

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, Glutation reducido 1 mM, Glutation
reductasa 1 U/ml en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0 (Mezcla de reaccion)

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 reaccion depende del
nuamero 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 reacciéon (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 U/mg prot
reductasa prot/mL

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, afadir 60uL de glutation reductasa a la
mezcla de reaccion.

HQQZ 2.5 mM

Para preparar 10 mL
Tomar 2 pl de H,0O, al 30%.y afadirlos a 10 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH

7.0

Preparar al momento del ensayo

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

Extraccion de proteinas totales

1. 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 e Inhibidores de proteasas
(2 comprimido de COMPLETE por cada 10ml de solucién).

pwnN

Centrifugar a 13000xg durante 45 min a 2°C
Tomar el sobrenadante
Determinar la cantidad de proteinas por la técnica de Lowry

Western blot

1.
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11.

12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.

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

Agitar suavemente.

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

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

Esperar 20'.

Eliminar el agua por decantacion.

Lavar con agua para eliminar la acrilamida no polimerizada.

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

Preparar el “stacking gel” al 5%

. 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

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

Llenar hasta el borde superior con el “stacking gel” con ayuda de una
micropipeta de 200 pL.

Esperar 20'.

Sacar el peine cuidadosamente

Lavar con agua SIN APUNTAR HACIA EL GEL para eliminar restos del gel
y acrilamida no polimerizada.

Colocar el molde en posicion vertical para que el exceso de agua escurra.
Eliminar el agua de cada pozo con tiras de papel absorbente recortadas.
Colocar el molde con el gel en la cadmara de electroforesis

Vaciar A. de electroforesis (Tris 25mM, glicina 250mM y SDS 0.1% pH 8.3)
en los depdsitos superior e inferior de la camara.



Preparacion de las muestras:

1.

akw

En tubos eppendorf de 0.5 ml colocar la cantidad deseada de proteina (de
10 pg a 100 pg, depende de la proteina de interés) EVITAR LA
PRESENCIA DE BURBUJAS.

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 5 minutos.

Colocar las muestras en los pozos con ayuda de una micropipeta.

Electroforesis:

1.
2.

o0k w

Llenar el depdsito superior de la cAmara con A. de electroforesis.

Correr a 100volts porl0 minutos hasta que el frente de la electroforesis
haya salido del stacking gel.

Cambiar el voltaje a 80-90 y correr el gel aproximadamente por 3 hrs.

Al termino abrir el molde.

Separar el stacking y el resolving gel, eliminar el primero.

Separar el resolving gel del molde y sumergirlo en buffer de transferencia
durante 10-20 minutos para estabilizarlo.

SE DEBE TENER CUIDADO DE NO PERDER LA ORIENTACION DEL GEL.

Transferencia a la membrana de nitrocelulosa

1.
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9.

10.
11.
12.

13.
14.

Recortar la membrana IMMOBILON-P cat# IPVH00010 (9 x 8 cm; usar
guantes).

Sumergir la membrana en metanol al 100% durante 5 minutos.

Sumergir la membrana en agua durante 2 minutos.

Sumergir la membrana en el buffer de transferencia de 5-10 minutos.

Abrir el cassete de transferencia, colocar una esponja delgada.

Colocar papel filtro.

Colocar el gel. EVITAR LA PRESENCIA DE BURBUJAS

Colocar la membrana sobre el gel. EVITAR LA PRESENCIA DE
BURBUJAS.

Colocar el papel filtro sobre la membrana evitando la presencia de
burbujas.

Colocar otra esponja delgada

Cerrar el cassete.

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) .

Realizar la transferencia a 400 mA durante 1-1.5 horas a 4°C.

Bloguear la membrana con leche Svelty al 2% en PBS durante una hora a
temperatura ambiente con agitacion.

Incubacion con anticuerpos.

1.

2.

Las membranas deben ser manejadas con pinzas sin dientes para no
maltratarlas y debe usarse guantes.
Colocar la membrana en un toper sellable.



3. Andadir la sol. de anticuerpo primario diluido 1:750 con Na,HPO, 80mM,
NaH,PO, 20 mM NaCl 100m m, tween-20 0.1% (PBS-T 0.1%), eliminar las
burbujas.

Incubar 12 hrs a una temperatura de 4-8°C con agitacién constante.

Al término de este periodo incubar a temperatura ambiente con agitacién

durante 1 hora.

6. Enjuagar una sola vez con PBS y adicionar el anticuerpo primario para
actina (diluido 1:750 con PBS). Incubar durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion.

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

8. Anfadir la sol. de anticuerpo secundario (diluido 1:15000 con PBS-T 0.1%),
eliminar las burbujas.

9. Incubar 1 h a temperatura ambiente con agitacién constante.

10. Lavar 3 veces con 10 mL PBS-T 0.1% por 15min con agitacion constante.

11. Usar inmediatamente la membrana o guardarla a 4°C (preferentemente
usarla inmediatamente).

ok

Deteccion

Se utilizé el kit de deteccion de IMMOBILON (millipore #catdlogo WBKLS0500)

1.
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Preparar el sustrato en un frasco de vidrio ambar 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).

Cubrir las membranas con el sustrato

Incubar de 1 a 2 min.

Eliminar el sustrato por decantacién lo mas posible

En el cuarto oscuro colocar la membrana sobre una mitad de bolsa de plastico

y cubrirla con la otra mitad de la bolsa.

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

Apagar la luz blanca y encender la luz roja.

Colocar la placa de autorradiografia sobre la bolsa de plastico

Cerrar el cassete.

10. Exponer de 2-5 min segun la intensidad de la sefial.
Revelado:

1
2.
3.
4

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

Sacar la placa del cassete de exposicion.

Sumergir la placa en el revelador (usar guantes).

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 colgdndola con ayuda de unas pinzas para
que el agua escurra.

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
TrisHCL 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 1mM
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 1mM
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 1g
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 60
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
NacCl 5.84¢g
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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