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1. RESUMEN

El carcinoma de células renales (CCR) es uno de los tipos de cancer menos estudiados, su diagndstico
generalmente se da en etapas muy avanzadas, por lo que presenta una elevada tasa de mortalidad y
se dificulta su estudio en etapas tempranas. Uno de los modelos establecidos para inducir cancer renal
en ratas es el modelo de nitrilotriacetato de hierro (FENTA). La administracion intraperitoneal aguda, es
decir a las 24 h de una inyeccién con FeNTA, produce necrosis renal con incrementos en los niveles
de estrés oxidante, y su administracion en estudios crénicos (4 meses de inyecciones repetidas) lleva
al desarrollo de CCR. En nuestro laboratorio hemos encontrado que después de un mes de exposicion
al carcinégeno ya se encuentran lesiones preneoplasicas. Aun cuando se sabe que el estrés oxidante
esta involucrado en la carcinogénesis por FeNTA, el modelo no esta totalmente caracterizado. Por otro
lado, la PKCe es una isoforma perteneciente al grupo novel de la familia de enzimas PKC y se
caracteriza por estar expresada en una gran variedad de tejidos. La PKCe se ha asociado con diversas
vias de sefalizacion involucradas en proliferacion, diferenciaciéon y contraccién muscular, entre otros
procesos celulares. Por otra parte, la evidencia sugiere que también existe un papel critico de PKCe en
varias enfermedades como Alzheimer y cancer. En lineas celulares de CCR se ha reportado que la
sobreexpresion de PKCe correlaciona con una alta actividad proliferativa y que su localizacién
membranal refleja la activacion de la enzima, asociandose con un alto potencial de invasividad.
Ademas, con base en diferentes estudios se ha llegado a sugerir que la alteracion de esta proteina
esta asociada con la carcinogénesis de muchos tipos celulares. Asi mismo, otros hallazgos indican que
el estrés oxidante ejerce efectos directos e indirectos que llevan a la activaciéon de esta familia de

enzimas.

La participacion de especies reactivas de oxigeno como parte del mecanismo de la carcinogénesis
renal, nos ha conducido a la blusqueda de antioxidantes para prevenir o disminuir el desarrollo del
cancer. Por tal razén, en nuestro laboratorio se elabord un extracto de semillas de tamarindo (EST),
con un alto contenido de compuestos polifendlicos, que logré disminuir el desarrollo y la incidencia de

CCR en el modelo experimental cronico por FENTA.

Con base en todo lo anterior, se consideré de gran relevancia analizar el comportamiento de PKCe en
etapas tempranas del modelo e investigar el efecto del EST sobre éste. Para esto se monté un
protocolo de 1 mes de tratamiento con el carcindgeno FeNTA. El protocolo experimental se llevd a
cabo con ratas macho Wistar que se dividieron en los siguientes grupos: a) Control; b) tratado con
EST (antioxidante) el cual se administré en el agua para beber a lo largo del estudio; c) tratado con
dietilnitrosamina (DEN, iniciador tumoral) que se administré en una dosis Unica por via intraperitoneal;
d) tratado con FeNTA (promotor tumoral) administrado por via intraperitoneal 2 veces a la semana con
aumento gradual en la dosis por semana, durante 1 mes; e) tratado con DEN+FeNTA (D+F); y f)

tratado con EST+DEN+FeNTA (E+D+F). Al final del protocolo se sacrificaron las ratas por decapitacion



a las 48 horas de la dltima administracion del carcindgeno. Acto seguido, se recolectaron muestras
sanguineas y se extrajeron los dos riflones de cada rata, obteniendo la corteza que fue almacenada a -

70°C hasta el dia la determinacion de PKCe.

Durante el desarrollo del protocolo, se registré el peso corporal de los animales y los resultados
obtenidos nos indican que el EST no tiene efectos negativos sobre el crecimiento de las ratas. Por otro
lado, el grupo tratado con DEN presenta una disminucion del peso corporal al dia siguiente de su
administracion; sin embargo, después presentd un crecimiento normal, aunque no alcanzé el peso del
grupo control al final del protocolo. En cambio, en los grupos de tratamiento con el carcindégeno
(FeENTA, D+F y E+D+F) no hubo tal restablecimiento a lo largo del estudio y el EST no fue capaz de
prevenir tal efecto. Por lo anterior, se sugiere que estos Ultimos grupos de ratas sufrieron deterioro en

su salud.

Para determinar si la funcién renal sufrié alteraciones debidas a los tratamientos, se analizaron los
niveles de nitrdgeno ureico sanguineo (BUN) al final del estudio, encontrando que no hubo
alteraciones, lo que sugiere que no hay fallas en la funcién renal. Esto también nos sirvié de referencia
para averiguar si con el esquema de tratamiento utilizado se alcanz6 una etapa diferente a la etapa de
dafo agudo por FENTA ya que en éste se induce insuficiencia renal aguda. Ademas, los resultados
obtenidos en los niveles de BUN coinciden con lo observado en el CCR humano, en el cual no hay
alteraciones en la funcion renal durante el desarrollo de esta neoplasia, siendo ésta una de las razones

que dificulta su diagnéstico oportuno.

En cuanto al comportamiento de PKCg, se encontr6 que los niveles de su forma fosforilada estan
significativamente incrementados en la corteza renal de los grupos FENTA y D+F con respecto al grupo
control. En cambio, en los grupos tratados con EST y DEN Unicamente, no hubo alteraciones. Por otro
lado, el EST ejercié una proteccién ya que los niveles de PKCe fosforilada en el grupo E+D+F no
fueron diferentes significativamente a aquellos del grupo control, sin embargo, esta proteccion fue
parcial ya que el grupo E+D+F tampoco present6 diferencias significativas con respecto a los grupos
FeNTA y D+F.

En conclusion se establecié un protocolo subcrénico de tratamiento con FeNTA el cual podria
representar una etapa temprana del desarrollo del CCR, ya que se encontré un aumento en la
expresion de PKCe fosforilada, lo cual posiblemente esté asociado con la malignizacion de las células

renales y el EST protege parcialmente contra este aumento.



2. ANTECEDENTES
2.1 Cancer y estrés oxidante

El desequilibrio entre la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o de
nitrégeno (ERN) y los sistemas antioxidantes end6genos conducen a un estado celular
conocido como estrés oxidante, lo que provoca de forma exacerbada el dafio a lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (que en ultima instancia pueden conducir al
desarrollo de algunas patologias o muerte celular). Se ha demostrado entonces, que las
EROs tienen un papel clave en las rutas fisiopatoldégicas de una amplia variedad de
enfermedades como diabetes mellitus, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide y
cancer (Khan et al., 2004).

El cancer se define como el crecimiento tisular producido por la proliferacion
descontrolada y continua de células anormales con 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 de origen (Alberts 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 et al., 2000).

Cualquier célula es susceptible a desarrollar cancer, y éste puede clasificarse de acuerdo
al tipo de células que dio origen al tumor (Arbiser et al., 2004). Por ejemplo, si la primera
célula que desarroll6 una anormalidad funcional fue epitelial se le conoce con el nombre
de carcinoma, mientras que si la célula progenitora fue del tejido conectivo o muscular se
le conoce como sarcoma; ademas, existen otro tipo de neoplasias fuera de esta

clasificacion como serian las leucemias (Alberts et al., 2002).

El desarrollo de una neoplasia es un proceso complejo donde deben combinarse y
acumularse una serie de alteraciones en el funcionamiento celular, este proceso se ha

dividido en tres etapas: a) iniciacion, cuando las células sufren mutaciones no letales, esta



etapa puede ser reversible mediante sistemas de reparacion del ADN; b) promocion,
cuando las células iniciadas comienzan, por mecanismos de induccion, a proliferar y a
evitar mecanismos de apoptosis, dando como resultado células en estado preneoplasico,
gue pueden ser controladas por procesos de senescencia 0 apoptosis, este proceso ya no
es reversible pero es contenible; y c) progresion, cuando las células preneoplasicas sufren
alteraciones que les permitiran convertirse en células neoplasicas, las cuales tendran una
proliferacion anormal que generard un tumor que posteriormente podra diseminarse por
un proceso llamado metéastasis (Valko et al., 2006). Entonces, para que una célula pueda
malignizarse y convertirse en una célula cancerosa debera saltar todos los procesos de
reparacion genética y de control del ciclo celular, lo cual puede favorecerse por
exposiciones a diversos factores. Entre estos factores destacan: a) compuestos quimicos
(carcinégenos), que pueden causar dafio en el ADN; b) radiacién, que generalmente
causa rupturas y traslocaciones en los cromosomas; c) virus, que introducen versiones
oncogénicas de genes que controlan el ciclo celular; y d) alteraciones en la regulacion
epigenética que incluyen cambios en los patrones de metilacion (hipo e hipermetilacion)
gue modifican la expresion génica (Feinberg et al., 2004). Se ha sugerido que los
diferentes genotipos de células cancerosas son una manifestacion de seis alteraciones
esenciales en la fisiologia celular que colectivamente dirigen el crecimiento celular
maligno: 1) autosuficiencia en sefales de crecimiento, 2) insensibilidad a sefales
inhibitorias de crecimiento, 3) evasion de la muerte celular programada o apoptosis, 4)
potencial replicativo ilimitado, 5) angiogénesis continua e invasion de tejidos adyacentes y
6) metastasis (Hanahan et al., 2000).

Cada vez hay mas evidencias que relacionan al cancer con el estrés oxidante. Esta
ampliamente demostrado que el dafio directo a ADN esta intimamente relacionado con
mutagénesis y el desarrollo de cancer (Oberley et al., 2002). El dafio por oxidacién al
ADN puede resultar en la interrupcion o induccidon de la transcripcion, en errores en la
replicacion y/o en inestabilidad genémica, y estas alteraciones se encuentran asociadas al
proceso de carcinogénesis (Valko et al., 2006). Por otro lado, productos de la oxidacion de
lipidos (por ejemplo malondialdehido), pueden formar aductos con las bases

nitrogenadas, que pueden conducir a mutaciones en proto-oncogenes Yy/o genes



supresores de tumores e incrementar asi la probabilidad de inducir células cancerosas por

estrés oxidante (Umemura et al., 1996; Burcham et al., 1998).

Por otra parte, se ha encontrado que muchos tipos de células cancerosas generan
constitutivamente grandes, aunque tolerables cantidades de peréxido de hidrégeno, el
cual aparentemente funciona como molécula de sefalizacion que incrementa la actividad
de una variedad de cinasas de proteinas involucradas en la mitogénesis, lo que conduce
a la activacion de factores de transcripcion sensibles al estado redox y genes que estan
involucrados tanto en la supervivencia de las células cancerosas como en su proliferacion
(Loo et al., 2003).

2.2 Carcinoma de células renales (CCR)

El carcinoma de células renales (CCR) es el cancer renal mas comun, ya que representa
del 70 al 80% de todas las neoplasias del rifién, es uno de los tipos de cancer urolégico
mas letales y constituye el 3% de todas las neoplasias en adultos (Nelson et al., 2007).
Este tipo de cancer se divide en diferentes subtipos histolégicos que son: de células
claras, papilar, cromo6fobo, de ducto colector y no clasificado. Cada subtipo histolégico
presenta patrones de expresion genética diferentes y caracteristicas morfolégicas
especificas. EI CCR de células claras (ccCCR) es el subtipo histolégico descrito con

mayor frecuencia (Kovacs et al., 1997).

El CCR es asintomatico lo que dificulta su diagnostico oportuno en etapas tempranas y
también es de dificil tratamiento debido a la existencia de diferentes alteraciones
moleculares para cada subtipo histologico, o que hace que respondan de manera
diferente a las terapias (Stadler et al., 2004). Todo esto lleva a una alta tasa de

mortalidad.

2.3 Nitrilotriacetato de hierro (FeENTA) como modelo de estudio del CCR

El modelo experimental de carcinogénesis renal mas utilizado para el estudio del CCR es
aquél inducido por el compuesto nitrilotriacetato de hierro (FENTA), el cual es un
compuesto formado por la complejacién del &cido nitrilotriacético con Fe®* que tiene
efectos como promotor tumoral (Figura 1). Se ha observado que la administracion

intraperitoneal de este compuesto induce necrosis tubular proximal renal aguda, pero



cuando se administra de forma cronica produce adenocarcinoma de células renales en
ratas (Hamazaki et al., 1986). Otros estudios realizados con ratas macho y hembra han
demostrado que las ratas macho son mas susceptibles a la toxicidad subaguda y efectos
carcinogénicos del FeNTA (Deguchi et al., 1995). Por otra parte, se ha observado que la
administracion de una dosis Unica de N-dietilnitrosamina (DEN) en el protocolo de
induccion de cancer renal por FeNTA, disminuye el tiempo de tratamiento para inducir el
cancer y aumenta el numero de animales con CCR (Athar et al., 1998). Las nitrosaminas
se han reconocido como moléculas inductoras de cancer, son compuestos N-alquilados
gue necesitan de activacion enzimatica para transformarse en carcinbgenos que actien
sobre el ADN. La activacion de este tipo de compuestos da lugar a moléculas como el
diazometano, el cual se considera como intermediario en la accion sobre el ADN al

transferir directamente el grupo metilo a esta molécula (Bansal et al., 2005).

o, .0

0
e ox
* > 0. \\T/i
HO N + FE(NOg)z 9H,0 \
> }O Nitrato de hierro Ill \
S

HO Fe
Nitrilotriacetato de hierro
(FENTA)

Acido nitrilotriacético

Figura 1. Reaccion de complejacidon entre el acido nitrilotriacético y el nitrato de hierro Il
para la formacién subsecuente del nitrilotriacetato de hierro (FENTA).

Posterior a la administracion intraperitoneal del carcinégeno FeNTA, este es absorbido
hacia la vena porta 'y enviado a circulacién después de pasar por el higado. Una vez en
circulacién, el FeNTA, debido a su bajo peso molecular, se filtra facilmente a través del
glomérulo hacia el lumen de los tubulos proximales renales (Toyokuni et al., 1996), en
donde se ha propuesto que el Fe**NTA se reduce a Fe?*NTA por accién de los productos
de degradacién del glutation como la cisteina o la cisteinilglicina. En la superficie del
tubulo proximal, la enzima y-glutamiltranspeptidasa se encarga de hidrolizar al glutation a
cisteinilglicina, que a su vez se degrada rapidamente a cisteina y glicina mediante la
enzima transpeptidasa. Se ha propuesto que los grupos tiol de estos aminoacidos actian
como reductores del Fe®** a Fe?" (Figura 2). La oxidacién del FeNTA genera radicales

superoéxido que potencian las reacciones de Haber-Weiss (Figura 3) catalizadas por hierro



para producir radicales hidroxilo que inducen peroxidacion lipidica, y dafio a proteinas y al
ADN (Tsuchiya et al., 2005).

Fe?NTA

Filtracion glomerular

GSH Secrecion

¥-6TP
v-6Glu + Cys-Gly

Dipeptidasa Célula renal del tibulo

proximal
Reduccion P~ Cys +6ly

v
Fe?*NTA Fe¥NTA Daiio oxidante

Figura 2. Mecanismo propuesto de nefrotoxicidad inducida por FeNTA (Modificado de
Toyokuni et al., 1996).

Fe’* + H,0, — Fe* + "OH + OH

Fed* + o, — Fe®" + O,

H,O, + Oz_. — "OH+ OH + O

Figura 3. Generacion de EROs via reaccion de Fenton-Haber Weiss.

Aungue este modelo de carcinogénesis renal, es el modelo mas utilizado, no esta bien
caracterizado y aun se desconocen las alteraciones moleculares asociadas a la
carcinogenicidad del FeNTA. Existen evidencias de que los tumores inducidos por FENTA
parecen ser contraparte del CCR humano y la histopatologia indica que se trata del CCR
mas comun, el de células claras (Vargas et al., 2009), por lo que la caracterizacion del
modelo, haria de este una herramienta valiosa para la busqueda de alteraciones
especificas y de nuevos marcadores que permitan la deteccion del CCR de manera
oportuna y para la identificacion de blancos para el posterior desarrollo de agentes

terapéuticos mas eficaces.



2.4 Generalidades de Proteina cinasa C (PKC)

La proteina cinasa C (PKC) comprende una familia de cinasas de serina y treonina que
regulan una amplia variedad de procesos celulares entre los cuales estan: contraccion
muscular, exocitosis, quimiotaxis, proliferacion, etc (Mellor et al.,, 1998). Esta familia
participa en diversas vias de sefalizacion que son desencadenadas por causa de
estimulos que reciben las células a través de la interaccion ligando-receptor. Los
estimulos pueden ser hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, etc (Azzi et
al., 1992).

En esta familia existen 11 isoformas diferentes, las cuales estan clasificadas en 3 grupos
basandose en su estructura primaria y en sus caracteristicas bioquimicas como su
requerimiento de calcio (Ca*") y fosfolipidos tales como diacilglicerol (DAG) y ésteres de
forbol para su completa activacion (Figura 4). El primer grupo denominado como PKCs
clasicas (cPKC), comprende las isoformas: a., Bl, Bll y y, y se activa cooperativamente por
Ca?* y DAG, mientras que las PKC del segundo grupo, conocido como novel (nPKC),
cuyas isoformas son 8,¢g,0 y n, no requieren calcio para su activacion y sélo se
encuentran reguladas por DAG. Por ultimo, el tercer grupo contiene las isoformas de PKC
atipicas: {,v y A, las cuales pueden activarse en ausencia de calcio y DAG, y cuya

regulacion aln no esta muy clara.

Isoformas
de PKC
I I
Convencionales o
clasicas (cPKC)

Para su activacion . Novel pENC Atipicas (aPKC
_requieren calcio y Unicamente requieren DAG. Insensibles tanto al DAG
diacilglicerol por ejemplo: PKC8, PKCe, PKCO y PKCh como al calcio.
PKCa, PKCBI, PKCBIl'y PKCM y PKC{

PKCy

Figura 4. Clasificacién de las isoformas de la familia de PKC de acuerdo a los cofactores
requeridos para su activacion.



Cada isoforma de PKC esta expresada en una amplia variedad de tipos celulares, y al
mismo tiempo, diferentes isoformas estan expresadas en un mismo tipo celular, lo que
hace de este grupo de enzimas una familia ubicua, sugiriendo también que distintas
isoformas pueden activar diferentes rutas de sefializacion y fosforilar diferentes sustratos
(Hoffman et al., 1997).

Las isoformas PKCa, PKCB y & son las mas abundantes en la mayoria de los tejidos
(Wetsel et al., 1992). La activacion de diferentes isoenzimas de PKC, inducen diferentes
respuestas celulares. Ademas, existe una amplia intercomunicacion entre las diferentes
isoenzimas, y el total de respuestas parece depender de la presencia o actividad de otras

isoenzimas dependiendo del tipo particular de célula (Newton et al., 2010).

En general, las PKCs estan involucradas en varios procesos celulares. La activacion
transitoria de PKC esta asociada a menudo con eventos de corto plazo tales como la
secrecion y la entrada de iones. En contraste, se sugiere que la activacion sostenida o
prolongada induce efectos a largo plazo tales como la proliferacion, diferenciacion,

apoptosis, migracion o desarrollo tumoral (Erin et al., 2007).
2.4.1 Estructura

Los miembros de la familia PKC constan de una Unica cadena polipeptidica, que
comprende una region regulatoria en el extremo amino, una region catalitica en el
extremo carboxilo y una region bisagra que se encarga de unir la region regulatoria con la
catalitica (Newton et al., 1995).

El dominio regulatorio se encarga de mantener a la enzima en una conformacion inactiva
ya que posee una secuencia pseudosustrato cuya funcion es autoinhibitoria presentando
una secuencia que contiene un residuo de alanina en lugar del sitio aceptor de fosfatos
gue es de residuos de serina y/0 treonina. Cabe mencionar que en esta region también se
lleva a cabo la unién a cofactores como el Ca?* y los fosfolipidos. Por otra parte, el
dominio catalitico se encuentra altamente conservado dentro de la familia y posee un sitio
de union a ATP el cual provee de fosfatos a la cinasa para que esta Ultima pueda fosforilar
a sus sustratos correspondientes, y sufre las fosforilaciones indispensables para su

activacion: una fosforilacion por la enzima cinasa dependiente de fosfoinositidos | (PDK-1)



en una region conocida como bucle de activacion, y dos autofosforilaciones posteriores.
Este comportamiento esta presente en los grupos convencional y novel, mientras que el
grupo de las PKCs atipicas solo requiere de dos fosforilaciones (Corbalan et al., 2006;
Steinberg et al., 2008; Dempsey et al., 2000; Erin et al., 2007).

A lo largo de la cadena polipeptidica, cada isoenzima de PKC posee cinco dominios
variables (V1-V5) separados por cuatro dominios conservados (C1-C4) (Steinberg et al.,
2008).

Dominio ' Dominio
regulatorio Bisagra catalitico

| Ami |
DAG cast ATP 2 PDK1

TR VORI O  convencionai cPc) |

c1alciBH c2 f——c3[H c4 = (@ BLBI )

s GEEGON|  Novel (PKC)
— C2-like |—|{ C1A|C1B === C3 |~ c4 - S, €0,1m)

— re1 HlYf c1 —c3 ca € uh)

Figura 5. Dominios en la estructura de las diferentes isoformas de PKC (Modificado de
Mathews et al., 2002).

2.4.2 Mecanismos de activacién de PKC.

e Maduracion: fosforilacion y autofosforilacion

Estudios previos han demostrado que las isoformas de los grupos convencional y novel
de PKC llevan a cabo un proceso de maduracion antes de que comience su activacion,
mientras que el mecanismo de activacion para las isoformas atipicas aun no estad muy
comprendido. El proceso de maduracion involucra una serie de fosforilaciones en la
region catalitica. Como previamente se habia descrito, la primera fosforilacion ocurre en el
sitio denominado bucle de activacion y es mediada por la cinasa dependiente de
fosfoinositido 1 (PDK-1); posteriormente, el motivo de giro y el hidrofébico quedan
expuestos en el extremo carboxilo terminal y sufren autofosforilaciones que favorecen la

estabilizacion de la enzima (Dempsey et al., 2000). La forma madura de PKC, apta para la
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activacion por DAG vy calcio (este ultimo solo para cPKC), mantiene una conformacion
inactiva debido a la interaccién del domino catalitico con el pseudosustrato (ubicado en el

dominio regulatorio) (figura 6) (Newton et al., 2010).

Membrana
Plasmatica Y ——————
C2
PK BT IAT
Seializacion
Bu_cle f{e “corriente
activacion 33
abajo

1. Fosforilacion l / 2.Traslocacion

Motivo
hidrofébico

Motivo de giro

Figura 6. Representacién esquematica de la interaccion de PDK-1 con su sustrato que
puede ser cualquier miembro de la familia PKC. La enzima PDK-1 anclada a la membrana
celular por medio de la interaccion de su dominio PH con fosfoinositidos de la membrana
va a resultar en la subsecuente activacion de PDK-1 y asi pueda fosforilar a sus multiples
sustratos, entre ellos se puede encontrar cualquier isoforma de la familia PKC. La
fosforilacion se lleva a cabo en un sitio denominado bucle de activacion y es seguida por
dos autofosforilaciones. Al completar las tres fosforilaciones la PKC adoptara una
conformacién gue favorecera su traslocacion a la membrana debido a su afinidad por DAG
adoptando un estado activo (Modificado de Newton et al., 2010).

e Activaciéon: Los dominios C1y C2 como sensores de cofactores

En las isoformas convencionales o clasicas (cPKC) y novel (nPKC), la activacion de la
enzima fosfolipasa C (PLC por sus siglas en inglés) se encarga de generar a los
mensajeros quimicos diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) a partir del fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato (PIP,) de la membrana plasmatica (figura 7). Tales sustancias
denominadas también “segundos mensajeros” van a ser necesarias para completar la
activacion de las PKC convencionales y novel una vez que la enzima haya alcanzado su

maduracion, es decir, que tenga sus fosforilaciones correspondientes.
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Figura 7. Representacion esquematica de la escision del fosfolipido IP, a DAG e IP; llevada
a cabo por la enzima fosfolipasa C (Mathews et al., 2002).

El IP; libera Ca* de las reservas intracelulares del reticulo endoplasmatico. El cation
liberado actia como cofactor que contribuye a la activacion de las PKC convencionales
uniéndose al dominio C2. Las PKC novel no requieren de Ca?* para su activacién debido a
gue carecen del dominio C2 y poseen en su lugar un dominio tipo C2 incapaz de
reconocer al Ca?*. Sin embargo, para compensar esa falta de sensibilidad por el Ca**, las
PKC novel poseen una mayor afinidad por el DAG que las cPKCs. En cambio, el DAG es
un cofactor requerido tanto por las PKC convencionales como por las PKC novel
uniéndose al dominio C1 presente en ambos grupos (Erin et al., 2007; Ron et al., 1997).
En la figura 8 se muestra integrado el mecanismo de activacion para las isoformas

convencionales y novel de PKC.
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Agonista

Membrana Plasmatica

Figura 8. Integracion del mecanismo general de activacién de PKC. La activacion del
receptores como los de cinasas de tirosinas por algun agonista produce la activacién de la
enzima fosfolipasa C (PLC), la cual media la generacién del DAG e IP3 éste ultimo
promueve la liberaciéon del Ca* del reticulo endoplasmatico. El DAG activa y transloca a
PKC ala membrana plasmatica. Finalmente, la PKC activada fosforila sustratos especificos
en residuos de serina/treonina (Modificado de Mathews et al., 2002).

2.4.3 PKC en cancer

Las alteraciones de las isoenzimas de PKC durante la progresion del cancer son variables
y dependen del tipo de cancer por lo que no se pueden hacer conclusiones generales de
los patrones de expresion con respecto a la carinogénesis. También se ha demostrado
gue la expresion de isoformas no necesariamente esta correlacionada con los niveles
respectivos de RNA mensajero, sugiriendo una regulacion postranscripcional de las
isoenzimas (Dempsey et al., 2000; Koivunen et al., 2006).

Estudios en varios tipos celulares tanto normales como cancerosos confirman la
participacion de las isoformas de PKC en la mitogénesis, supervivencia y malignizacion.
Por ejemplo, los ésteres de forbol pueden cooperar con el oncogen Ras para la
transformacién en células malignizadas, y se ha observado que la produccion
desregulada de DAG desemboca en la transformacion celular mediada por Ras, indicando
gue Ras y PKC pueden cooperar entre si para la transformacién (Hsiao et al., 1989).
Conexiones funcionales entre PKC y otros oncogenes, tales como FOS y Myc, fueron
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identificados posteriormente, colocando a PKC en el centro de las sefalizaciones ligadas
a cancer (Gorin et al.,, 2009). Aunque se sabe que las isoformas de PKC tienen una
participacion evidente en la carcinogénesis, éstas han representado un desafio para
establecer la contribucién individual de cada isoforma en el proceso de carcinogénesis,
debido a las vastas diferencias en las funciones de cada isoforma de PKC y al hecho de
gue las funciones varian acorde al tipo celular. En este sentido, hay un interés por
entender las funciones opuestas observadas generalmente en algunas isoformas del
grupo novel en eventos de proliferacion y supervivencia en células cancerosas, como es
el caso de PKCe y PKC®d. Por otra parte, la PKCe ha demostrado ser un oncogén en
células epiteliales y en fibroblastos, y la sobreexpresién de esta isoforma confiere una
ventaja proliferativa a varios tipos de células malignizadas. En contraste, se ha
considerado a PKC® como supresor tumoral, y en células malignizadas se ha observado

una disminucién en la expresion de ésta enzima (Basu et al., 2007).

2.4.4 PKC y estrés oxidante

El estrés oxidante estd involucrado en la patogénesis de varias enfermedades
degenerativas incluyendo el cancer. Existe evidencia de que el estrés oxidante incrementa
la actividad de las rutas de sefializacidén involucradas en la proliferacion celular, ya sea
gue estimule la fosforilacién de proteinas de transduccion de sefiales, o bien que haya un
incremento en la actividad de enzimas reguladas por receptores tales como las
fosfolipasas A;, D y C (Gopalakrishna et al., 2010). Los segundos mensajeros lipidicos
derivan de estas reacciones, los cuales son conocidos como activadores corriente arriba
de cinasas de proteinas y otras moléculas de sefalizacién. La exposicion oxidante
también incrementa la actividad de una variedad de cinasas de proteinas involucradas en
la mitogénesis incluyendo PKC, cinasa de fosfatidil-inositol trifosfato (PI3-K), las cinasas
activadas por mitdgenos (MAPKS) y varias cinasas de tirosinas (Genestra et al., 2007;
Gopalakrishna et al., 2000).

La familia PKC presenta caracteristicas Unicas estructurales que la hacen susceptible a
modificaciones oxidativas. El dominio regulatorio (ubicado en el extremo amino) contiene
sitios de unidn a zinc los cuales son motivos ricos en cisteina y pueden ser susceptibles a
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oxidacion por EROs como el peroxido de hidrégeno. Cuando estos sitios son oxidados, la
funcidn autoinhibitoria es comprometida y consecuentemente la actividad celular de PKC
es estimulada (Gopalakrishna et al., 2010; Konosihi et al., 1997). En contraste, el dominio
catalitico (ubicado en el extremo carboxilo) contiene varias cisteinas, cuyos grupos
sulfhidrilo reaccionan con compuestos polifenélicos oxidados, compuestos del selenio o
también con agentes oxidantes como el peréxido de hidrégeno, inhibiendo la actividad
celular de PKC y asi interfiriendo con la accion de la promocién tumoral (figura 9). Los
grupos sulfhidrilo de las cisteinas son indispensables para la actividad catalitica de la
enzima, y en ausencia de éstos ocurre una subsecuente inactivacion de la actividad
enzimatica. Asimismo, los dos dominios de PKC responden de manera opuesta a
modificaciones redox; y debido a la elevada homologia, éste comportamiento se presenta
en las isoformas convencionales y novel, pero se desconoce lo que ocurre con las

atipicas (Gopalakrishna et al., 1995).

Pseudosustrato
| Dominio regulatorio I | Dominio catalitico |
I 1
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a oxidacion
Sitios (Pérdida de los
susceptibles a grupos sulfihidrilo,

I_'_Activaci()n oxidacion los cuales son
] indispensables para

la actividad
catalitica.

Inactivacion

Figura 9. Sitios susceptibles a modificaciones redox dentro de los dominios regulatorio y
catalitico de PKCs convencionales y novel (Modificado de Gopalakrishna et al., 2000).

2.4.5 PKC en cancer renal

Casi todas las isoformas de PKC se expresan en tejido renal sano y en células cancerosa
de rifion, a excepciodn de las isoformas y y 0 (Engers et al., 2000). En CCR avanzado se
ha observado una expresion alterada de varias isoformas de PKC, comparada con la

expresion de tejido renal sano; entre las isoformas con alteraciones estan: la a, 6, €, ny
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¢ (Ashhar et al.,, 2009; Dong et al.,1994; Engers et al., 2000; Gorin et al., 2009). Sin
embargo, aun se desconoce el estatus de las isoformas de PKC en la carcinogénesis. Por
otro lado, en etapas avanzadas de varios tipos celulares de cancer incluyendo el CCR, se
ha observado que la sobreexpresion de PKCe esta correlacionada con un incremento de
la proliferacion celular, resistencia a farmacos, migracion e invasividad (Marengo et al.,
2011; Brenner et al., 1996). Ademas, varios autores han asociado a esta isoforma con
vias de sefializacion antiapoptéticas y mitogénicas (Basu et al., 2007). También se sabe
que PKCe promueve la supervivencia celular en muchos tipos de células a través de un
incremento en la activacion de la via de Akt (Lu et al.,, 2006). Por otra parte, la
sobreexpresion de PKCe se ha asociado a la resistencia quimioterapéutica en varios tipos
celulares (Marengo et al., 2011). Con base en todo lo anterior, esta enzima resulta un
blanco muy interesante para estudiar su estatus en una etapa temprana del modelo de
carcinogénesis por FeNTA (Ashhar et al., 2009; Akita et al., 2002; Basu et al., 2007).

2.5 Proteina cinasa Ce (PKCg)

La PKCe es una isoforma de 90 KDa perteneciente al grupo novel de PKC, grupo
caracterizado por ser insensible al Ca*" y tener mayor afinidad por el DAG que las PKCs
convencionales (Stahelin et al., 2005). Por otro lado, la PKCe se caracteriza por estar
expresada en una gran variedad de tejidos, pero con mayor abundancia en células
neuronales, hormonales y del sistema inmune (Wetsel et al., 1992). Hasta el momento, se
ha asociado a PKCe en diversas vias de sefalizacion como de proliferacion,
diferenciacion, contraccion muscular, metabolismo, transporte, exocitosis y endocitosis,
asimismo también se ha demostrado su participacion en procesos inflamatorios, inmunes
y circulatorios (Akita et al., 2002; Aziz et al., 2010; Garczarczyk et al., 2009; Nowak et al.,
2003; Saurin et al., 2009). Por otra parte, la evidencia sugiere que también existe un papel
critico de PKCe en varias enfermedades como Alzheimer, diabetes y cancer (Akita et al.,
2002; Lord et al., 1995).
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2.5.1 Fosforilacion y activacion de PKCe.

La PKCe es regulada por cuatro mecanismos clave: unién de cofactores, fosforilacion,
interaccion proteina-proteina y regulacion por degradacion. Uno de los principales
activadores enddégenos es el DAG generado por la PLC mediante la hidrélisis de
fosfoinositidos (Nishizuka et al., 1995).

Como ocurre con otras isoformas de PKC, la PKCe debe sufrir primero de una serie de
fosforilaciones para alcanzar su maduracion y responder a los reguladores alostéricos

como el DAG. Dentro del dominio catalitico, la PKCe inicialmente es fosforilada en el bucle

566

de activacion (Thr °°°) por PDK1, las siguientes son autofosforilaciones y tienen lugar en el

710 729

motivo de giro (Thr ') y en la regidén hidrofébica (Ser “*) muy cercana al extremo

carboxilo tal y como lo indica la figura 10 (Cenni et al., 2002; Durgan et al., 2008).
Dominio regulatorio Bisagra Dominio catalitico

.

Bucle de activacion \

Pseudosustrato \

/Sitio de union a ATP
V3
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Figura 10. Sitios de fosforilacion de PKCe: Thr566 en el bucle de activaciéon, de
autofosforilacién; Thr 710 en el motivo de giro y Ser 729 en la region hidrofobica. Estos
sitios estan ubicados en el extremo carboxilo de la enzima (Modificado de Zhu et al., 2006).

Estas tres fosforilaciones secuenciales son indispensables para sensibilizar a la enzima a
segundos mensajeros y asi la enzima pueda alcanzar una forma madura pero inactiva. La
forma madura de PKCe se activa por la union de la enzima a segundos mensajeros tales
como el DAG (diacilglicerol), y la fosfatidilserina producidos por estimulos fisiologicos tales

como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Newton et al., 2010).

El funcionamiento de esta cinasa de acuerdo a su localizacion subcelular depende
parcialmente del tipo del segundo mensajero que se una al dominio C1. La PKCe se
trasloca a la membrana plasméatica y/o citoesqueleto en respuesta al DAG y acidos
tridecanoicos, mientras que se trasloca hacia la red de Golgi en respuesta al acido
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araquidonico y acidos linoleicos (Steinberg et al., 2008). Asimismo, Engers y cols (2000)
han descrito en lineas celulares de CCR que los niveles de expresion de CCR
correlacionan positivamente con una elevada actividad proliferativa. También sugieren
que la localizacibn membranal de PKCe determinada por microscopia de
inmunofluorescencia indica un estatus de activaciéon que asocian con un elevado potencial

de invasividad.
2.6 Antioxidantes

Son aquellos compuestos capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.
Entre los compuestos que presentan una notable capacidad antioxidante estan los
polifenoles, los cuales estan entre los compuestos antioxidantes mas abundantes en la
dieta (Williamson et al., 2005).

Una de las clases de compuestos fendlicos mas abundantes es la de los flavonoides.
Estos fitoquimicos son parte integral de la dieta en humanos y se encuentran presentes
en muchas plantas medicinales. Por otro lado, se ha demostrado que los flavonoides
pueden inhibir la carcinogénesis gracias a su actividad como antioxidantes (Figura 11), o
por modulacion del metabolismo de los carcin6genos originados por modificaciones de
ciertos alimentos a través de la inhibicién y/o induccion de las enzimas de fase | y Il
(Soobrattee et al., 2005); asimismo, se ha visto que los flavonoides inhiben la proliferacion
celular anormal de lesiones preneoplasicas, lo que puede ser consecuencia de la
inhibicibn de varias enzimas involucradas en la respuesta celular a factores de
crecimiento, incluyendo la PKC, la PI3-K y las cinasas de tirosina, inhibiendo asi la
expresion de varios genes relacionados con el desarrollo de tumores como los genes de
proteinas antioxidantes o los genes supresores de tumores como p53 (Soobrattee et al.,
2005).
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Figura 11. Inhibicién del desarrollo de cancer en sus tres etapas por los compuestos
polifendlicos gracias a su actividad contra el estrés oxidante (Modificado de Moon, et al.,
2006).

2.6.1 Extracto de semillas de tamarindo (Tamarindus indica)

El consumo de frutas, vegetales y granos esta asociado, con la reduccion del riesgo de
presentar enfermedades por radicales libres, como lo es el cancer. En la actualidad, los
compuestos fendlicos en este tipo de alimentos son identificados como los de mayor
capacidad antioxidante (Heo et al., 2007).

Un producto natural con alto contenido polifenélico y que se consume con mucha
frecuencia en México es el tamarindo (Tamarindus indica). Este pertenece a la familia
Leguminosae, es considerado especie nativa de Africa y crece de manera natural en
regiones tropicales y sub-tropicales como nuestro pais. El tamarindo es utilizado
ampliamente en la medicina tradicional debido a sus multiples propiedades tales como
actividad antimicrobiana, antihiperlipidémica, antidiabética, antiinflamatoria y antioxidante
(Srinavasan et al., 2001). Por otro lado, se ha reportado que el pericarpio y la semilla de
tamarindo presentan mayor actividad antioxidante con respecto a otras estructuras de la

planta, en parte debido a su elevado contenido en polifenoles. Asi mismo, se ha
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demostrado que la capacidad antioxidante de las semillas es mayor que en pericarpio
(Sudjaroen et al., 2005).

En nuestro laboratorio se preparé un extracto de semilla de tamarindo (EST) que presenta
un alto contenido de compuestos fendlicos y una notable capacidad de inactivacion del
radical superéxido, ademas de tener buena estabilidad a largo plazo. En estudios de
tratamiento agudo y cronico con FeNTA, se observo que el EST, a una dosis de 100 mg
Ft/kg/dia, disminuye la produccion renal de peroxido de hidrégeno y protege de manera
significativa contra el dafio severo en la funcion renal inducida por el tratamiento agudo
con FeNTA, ademas de que disminuye la incidencia de CCR por exposicion crénica en un
21.05 % (Vargas et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

El carcinoma de células renales es uno de los tipos de cancer menos estudiados, su
diagnodstico en etapas tempranas es dificil por ser asintoméatico y presenta una elevada

tasa de mortalidad.

El modelo de induccibn de CCR por FeNTA es el mas utilizado, y se sabe que hay
participacion del estrés oxidante; sin embargo, se desconocen los mecanismos
moleculares implicados en la carcinogénesis, y no se han caracterizado las etapas de

desarrollo del cancer.

Por otra parte, en estudios previos se ha observado que la enzima PKCg, que es sensible
al estado redox, esta involucrada en la carcinogénesis de diferentes tipos celulares y se
ha demostrado que en lineas celulares de CCR humano, los niveles de PKCe y su
localizacion membranal correlacionan con proliferacién e invasividad. Sin embargo, se
desconoce su comportamiento en etapas tempranas del desarrollo del CCR. Con base en
lo anterior, se considera de suma importancia identificar las alteraciones de PKCeg en
etapas tempranas del modelo de carcinogénesis renal inducida por FeNTA, y probar si un
extracto de semillas de tamarindo rico en polifenoles, es capaz de prevenir los efectos

inducidos por el carcinégeno.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento subcronico por un periodo de un mes con el carcindgeno FeNTA, inducira
alteraciones sobre los niveles de expresion de la PKCe y un extracto de semillas de

tamarindo con elevada capacidad antioxidante disminuira los efectos del carcinégeno.
5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la enzima PKCe se encuentra alterada en una etapa temprana del modelo
de carcinogénesis renal inducida por FENTA, y evaluar si un extracto de semillas de

tamarindo puede proteger contra esas alteraciones.
Objetivos particulares

e Desarrollar un protocolo experimental en ratas macho Wistar durante un mes de
tratamiento con el carcinogeno FeNTA.

e Montar un ensayo de Western blot especifico para PKCe fosforilada en ser 729.

e Analizar los niveles de PKCe en corteza renal de los grupos experimentales.

e Evaluar el efecto de un extracto de semillas de tamarindo.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Disefio experimental

En la figura 12 se presenta de forma general el disefio experimental desarrollado. En este
protocolo subcrénico se utilizaron 30 ratas Wistar macho con un peso inicial de 60-90 g
gue se distribuyeron como se observa en la tabla 1, y en la tabla 2 se resume el esquema
de tratamiento seguido en el presente estudio. Cabe sefialar que éste esquema de
tratamiento seguido durante 4 meses, se monto exitosamente en nuestro laboratorio para
inducir CCR (Vargas et al., 2009).

1. Control
2. EST
3.DEN
Ratas macho 4. FeNTA
Wistar 5. DEN + FeNTA
6. EST + DEN + FeNTA

Capacidad de
inactivacion del
radical superoxido
y determinacion de
fenoles totales.

Figura 12. Disefio experimental para el desarrollo del protocolo subcrénico.
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Tabla 1. Grupos experimentales del protocolo subcrdnico

Grupo Numero e Tratamiento
animales
Control 7 Vehiculo
Administracion i.p Unica de dietilnitrosamina (DEN) (200
DEN 7
mg/Kg)
Extracto en el agua de beber (100 mg de FT/Kg/dia) 15
EST 7 ] :
dias antes y durante el estudio
Administracion i.p de FeENTA dosis gradual (3,5,7,9 mg
FeNTA 7
de Fe/Kg) 2 veces a la semana por 4 semanas
Administracion i.p Unica de DEN (200 mg/kg)
DEN + +
FeNTA 10 o o _
Administracion i.p de FeENTA dosis gradual (3,5,7,9 mg
de Fe/Kg) 2 veces a la semana por 4 semanas
Extracto en el agua de beber (100 mg de FT /Kg) 15 dias
antes y durante el estudio
+
EST + DEN Administracién i.p Unica de DEN (200 mg/Kg)
10
+ FeNTA

+

Administracion i.p FENTA dosis gradual (3,5,7,9 mg de
Fe /Kg) 2 veces a la semana por 4 semanas

i.p= intraperitoneal; EST= extracto de semillas de tamarindo; DEN= dietilnitrosamina;
FeNTA: nitrilotriacetato de hierro.
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Tabla 2. Esquema de desarrollo del protocolo subcrénico a un mes de estudio.

Dias -35 -34 -33 -32 -31 -30 -20
Inicia la administracién
de EST (100 mg de
FTikg)
-28 =27 =26 =25 =24 =23 -22
-21 -20 -19 -18 =17 -16 -15
=14 =13 =12 =11 =10 -0 -3
Administracion i.p Unica de
DEN (iniciador) 200mg/kg
-7 ] -5 -4 -3 -2 -1
0 1 P 3 4 5 [i]
Comienza la administracion Administracion i.p de FeNTA
i.p de FeNTA (3 mg de (3mg de Felkg)
Felkg)
Fi (1] 9 10 11 12 13
Administracion i.p de FeNTA Administracion i.p de FeNTA
(5mg de Felkg) {5mg de Felkg)
V 14 15 16 . 17 18 19 20
Administracién i.p de FeNTA Administracion i.p de FeNTA
{7 mg de Felkg) (7 mg de Felkg)
V 21 22 23 . 24 25 26 27
Administracién i.p de FeNTA Administracion i.p de FeNTA
{9mg de Felkg) {9mg de Felkg)
!5 28 20 30
Término de la administracion Término del
i.pde FeNTA (9 mg de Felkg) protocolo de
carcinogénesis
[ Sacrificio de
las ratas)

I:I Administraciéon del EST

Administracion del FENTA
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6.1.1 Administracion del EST

Para llevar a cabo este protocolo, y con base en la informacién obtenida en estudios
previos (Vargas et al., 2009), se utilizo una dosis de EST de 100 mg fenoles totales/Kg de
peso, ya que en estudios agudos con FeNTA se habia observado que ésta dosis
presentaba el mayor efecto antioxidante (Vargas et al., 2009).

Durante el periodo de adaptacion se determiné el volumen promedio de agua bebida por
las ratas para calcular la cantidad de EST que debe afiadirse al agua de beber y asi el

animal recibiera una dosis correspondiente a 100 mg/kg peso corporal/dia.

A lo largo del protocolo se continu6é con el monitoreo tanto del volumen de agua bebida
por las ratas como del peso de las mismas con el objeto de ajustar la cantidad de EST
gue debia agregarse para mantener la dosis.

6.1.2 Preparacion y administracion de la N-dietilnitrosamina (DEN)

Se administré una dosis Unica i.p de DEN (Sigma-Aldrich EUA) de 200 mg/Kgpeso corporal @
los grupos correspondientes. Esta dosis se eligid con base en la literatura y observaciones
de nuestro laboratorio (Vargas et al., 2009; Khan et al., 2005). La preparacién consistié en
diluir el contenido del frasco (1mL de 990-999 mg DEN/mL) en 11 mL de solucion salina 'y

se ajusto el volumen a inyectar de acuerdo al peso de cada rata.
6.1.3 Preparacién y administracién del FENTA

La administracion del carcinégeno renal FeNTA a los grupos F, D+F y E+D+F, comenzo
catorce dias después de la administracion del DEN con un esquema de dos
administraciones intraperitoneales por semana y aumentos graduales en la dosis,
iniciando con 3 mgere/kg, 5 mgre/kg, 7 Mgee/kg hasta 9 mgrc/kg. Este esquema se eligio
con base en la literatura y con algunas modificaciones de nuestro laboratorio (Athar et al.,
1998; Takizawa et al., 2004; Vargas et al., 2009). EI FeNTA se prepardé al momento de
administrarlo a las ratas, siguiendo el método de Awai y cols (1979) con ligeras
modificaciones. Se preparé una solucién 160 mM de Fe(NOs); (Sigma Aldrich Inc.,St
Louis MO, EUA) y una solucién 320 mM de nitrilotriacetato de sodio (Sigma Aldrich Inc.,St
Louis MO, EUA) utilizando para ambos una solucion 120 mM de Na,HCO3; como

disolvente. Se mezclaron estas soluciones en una proporcion de dos volumenes de
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nitrilotriacetato de sodio por cada volumen de la solucion de Fe(NO3)s, y se ajusté el pH
con Na;HCOs3 hasta llegar a 7.4. Esta solucién tiene una concentracién de hierro de 2.98
mgee/mL. La administracion del carcinégeno a las ratas se baso en la cantidad de hierro
contenida en la solucion y no del complejo FeNTA. A continuacién se muestra un ejemplo

de un calculo para determinar el volumen a inyectar.

Para una rata de 250 g a la que se deseara administrar una dosis de 5 mgre/Kg:

1 mL de solucion de FENTA > 2.98 MQgre

X=1.67 mL de solucion de FENTA — > 5 mQee

(1 mL solucion FENTA/2.98 mg re)(3 Mgre)= 1.67 mL de solucion FENTA
1.67 mL de solucion de FeENTA — > 1 Kg de peso

X=0.41 mL de solucién de FeNTA———— > 0.25 Kg de peso

(1.67mL de solucion FeNTA)(.25 Kg)= 0.417 mL de solucion de FeNTA para una rata de
2509

0.417 mL (11Ln‘:L‘“) = 417.5 pL de soluci6n de FeNTA

6.1.4 Sacrificio y toma de muestras:

Una vez transcurridas 48 horas después de la ultima administracion de FeNTA a los
grupos correspondientes, las ratas de todos los grupos se sacrificaron por decapitacion.
Se recolecté la sangre para la obtencién de suero e inmediatamente se extrajeron los 2
rifones y se separd la corteza renal de la médula. La corteza, a su vez, se dividié en
fragmentos que se congelaron lo mas rapido posible en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -70°C hasta la determinacion de PKCe.
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6.2 Métodos
6.2.1 Obtencién del EST

Veinticinco gramos de cascara de semillas de tamarindo se someten a maceracion
durante 24 horas en 500 mL de etanol anhidro a temperatura ambiente. El extracto
resultante se separa de las semillas por decantacion y se concentra al vacio hasta la
evaporacion completa del etanol obteniéndose 8.066 g de un residuo seco café claro. El
polvo de extracto obtenido a partir de este procedimiento se denominara como extracto de
semillas de tamarindo (EST) (Vargas et al., 2009).

6.2.2 Caracterizacion del EST
e Fenoles totales

Se determind el contenido de fenoles totales del EST mediante la técnica Folin-Ciocalteu
(Ver apéndice 10.2). En esta técnica, los fenoles se oxidan por el reactivo de Folin, el cual
esta formado por una mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico, los cuales se
reducen por accion de los fenoles, formando una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y
molibdeno que puede leerse espectrofotométricamente a 765 nm. Para realizar la
cuantificacion de fenoles totales, se realiza una curva patrén con concentraciones
conocidas de acido galico en la que se interpolan las absorbancias de soluciones con
diferentes concentraciones de EST. El método proporciona una medida aproximada de la
cantidad de compuestos fendlicos presentes en una muestra vegetal (Singleton et al.,
1999; Pourmorad et al., 2006).

e Inactivacion del radical superoxido

El radical superoxido es generado in vitro por accion de la enzima xantina oxidasa sobre
la xantina. El radical reacciona con el azul de nitrotetrazolio (NBT) para generar formazan,
un compuesto que absorbe a 560 nm. La inactivacion del radical superoxido por accion de
los polifenoles se detecta gracias a la disminucion del formazan generado debida a la
disminucion del radical superoxido (Bielski et al., 1980). EI mecanismo de reaccion se

describe en la figura 13.
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Figura 13. Fundamento para la determinacion del radical superéxido y evaluacion de la
capacidad antioxidante de los extractos de Tamarindus indica L.

6.2.3 Funcioén renal

Se llevé a cabo la determinacion de nitrégeno ureico sanguineo (BUN por sus siglas en
inglés), con el objetivo de establecer si en nuestras condiciones de tratamiento, el FENTA
tiene efecto sobre la funcién renal. La urea es un producto de desecho del metabolismo
del nitr6geno, se transporta en la sangre y se filtra en el glomérulo renal para ser
eliminada en la orina. En una insuficiencia renal la urea no se excreta por la orina, lo que

produce un aumento en los niveles sanguineos.

La determinacion de la urea se llevd a cabo mediante el estuche comercial “Urea 37” de
SPINREACT (Espafa), el cual se fundamenta en la reaccion de la urea con o-ftalaldehido

en medio acido para formar un compuesto colorido que absorbe a 510 nm.
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6.2.4 Niveles de expresion de PKCe fosforilada por Western blot

Como se menciond en la introduccion, PKCe sufre tres fosforilaciones secuenciales que
son indispensables para sensibilizar a la enzima a segundos mensajeros y asi la enzima
pueda alcanzar una forma madura aunque aun inactiva. La ultima de ellas se da en el
residuo de la serina 729, por lo que esta fosforilacion indica que la PKCe ha completado
sus fosforilaciones en el dominio catalitico. Posteriormente, la forma madura de PKCe se
activard por la unidbn de la enzima a segundos mensajeros tales como el DAG
(diacilglicerol) y la fosfatidilserina producidos por estimulos fisiolégicos tales como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Newton et al., 2010). Por esta razén
se decidié determinar por Western blot los niveles de PKCe fosforilada en el residuo de
serina 729. Para esto se obtuvieron las cortezas renales y se homogenizaron como se
detalla en el apéndice 10.7. La determinacion de contenido de proteinas totales se llevo a
cabo por el método de Lowry (Ver apéndice 10.8). Posteriormente se cargd en geles de
SDS-poliacrilamida al 10% un volumen del homogenado de corteza renal equivalente a
100 pg de proteina y se realizd la electroforesis (Ver apéndice 10.9.3). Posterior a la
separacion de proteinas, se realizé la transferencia de éstas a una membrana de floruro
de polivinilo (PVDF) como se describe en el apéndice 10.9.4. Para poder realizar la
deteccion de PKCe especificamente, se utilizé el anticuerpo primario policlonal pPKCe Ser
729 (Santa Cruz Biotech inc, California-EUA, #cat: sc-5286), el cual se incub6d en la
membrana de PVDF por 24 h, transcurrido este tiempo se incub6é por una hora el
anticuerpo secundario ratén-anticonejo conjugado con peroxidasa de rabano (Santa Cruz
Biotech inc, California-EUA, #cat: sc-2357), el cual se une al anticuerpo primario.
Finalmente se prepar6 el agente quimioluminiscente (estuche de deteccion de
INMOBILON millipore # catalogo WBKLS0500) que contiene el sustrato que reacciona
con la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario para emitir una sefal
guimioluminiscente en forma de banda, esta sefal se va ajustando con el tiempo de

exposicion al agente para después revelarla en placas de rayos X.

Las placas de rayos X se digitalizaron para determinar la intensidad de las bandas por
medio del analisis densitométrico, para el cual se utilizé el programa “Image J” (National
Institutes of Health, USA). Se realiz6 esta determinacion con PKCe y el control de carga.

Posteriormente, en todos los grupos experimentales se obtuvo la relacion entre PKCe y el
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control de carga para poder ajustarla con respecto al promedio de la relacion PKCe/control

de carga del grupo control. Los datos se expresaron como unidades relativas de

densitometria (URD) y se graficaron con el programa “Graphpad Prism” Version 5.

Inicialmente se probaron diferentes condiciones para el western blot de PKCg, algunas de

las cuales se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones experimentales iniciales para la deteccion de PKCe fosforilada por

Western blot.

Proteina Blodueo Dilucién de Diluciéon de Tiempo de

total 9 anticuerpo 1*"° | anticuerpo 2*"° | exposicion
Suero fetal
60 ug bovino al 10% 1:200 1:50,000 10 min
(SFB)

60 ug SFB al 10% 1:500 1:40,000 10 min
60 ug SFB al 10% 1:1000 1:60,000 10 min
60 ug SFB al 10% 1:1500 1:60,000 10 min
80 ug SFB al 10% 1:300 1:60,000 15 min
80 ug SFB al 10% 1:300 1:80,000 15 min
80 ug SFB al 10% 1:300 1:90,000 15 min
80 ug SFB al 10% 1:300 1:100,000 15 min

En los siguientes ensayos para la busqueda de la dilucion mas apropiada de anticuerpo

secundario, se emplearon varias diluciones (1:60,000, 1:90,000), detectando que aun era

factible seguir aclarando la imagen de la placa para obtener una sefial ain mas definida

de PKCe fosforilada. Finalmente, las condiciones ideales para la deteccion de PKCe

fosforilada se describen en la tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones experimentales finales para la deteccion de PKCe por Western blot.

Proteina DI|L!CIOI‘1 de D|IgC|on de Tiempo de
Bloqueo anticuerpo | anticuerpo o
total 12rio Hario exposicion
Suero fetal
100 ug bovino al 10% 1:400 1:50,000 40 min
(SFB)

6.3 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + error estandar. Se utilizd6 el programa

“Graphpad Prism” Version 5. Los datos se analizaron por andlisis de varianza de una via

(ANOVA), y posteriormente se utilizd el método de comparacién multiple Newman-Keuls

con P<0.05 para determinar las diferencias significativas entre los grupos.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion del EST
e Fenoles totales e inactivacion del radical superéxido

Para la determinacion experimental de la cantidad de fenoles totales del EST, el polvo se
disolvié en agua, y se realizaron diferentes diluciones (Ver apéndice 10.2). Los valores de
absorbancia de las diluciones, se interpolaron en una curva patron de acido galico para
obtener la concentracion de fenoles totales. Los resultados obtenidos indican que el EST

presenta un alto contenido de polifenoles (1.189 + 0.027 MQJeq 4c gatico/MJEesT).

Asi mismo, para evaluar la capacidad antioxidante del extracto obtenido, se determiné la
capacidad de éste para inactivar el anién superoxido in vitro. En la figura 14 se presenta la
curva de inactivacion del radical a diferentes concentraciones de EST. Con la informacion
proporcionada por la curva, se pudo determinar la Clso del EST, que es la concentracion a
la que el extracto es capaz de inactivar el 50% del anion superdxido generado, la cual fue
de 30.7 pg/mL. Esto nos dice que el EST posee una buena capacidad antioxidante si lo
comparamos con otros antioxidantes comunmente utilizados como es el caso de la

vitamina C cuya Clso para el anién superoxido es de 66 pg/mL (Cruz, et al., 2007).

Inactivacion de radical superoéxido

100+

80+

r?=0.9343

% inactivacion

0 L] L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100

nug de equivalentes de acido galico/mL

Figura 14. Curva de inactivacion del radical O, a diferentes concentraciones del EST.
Cls=30.7 pg de eqg. ac gélico/mL.
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7.2 Desarrollo del protocolo

e Curvade peso corporal

En la figura 15 se presenta la curva de peso corporal, reflejo del desarrollo de las ratas
durante el protocolo. Comparando con los valores del grupo control, el grupo EST
presentd un crecimiento normal y, por lo tanto, se puede decir que no se presentaron
efectos avdersos por el extracto en este sentido. El grupo tratado con DEN presenta una
disminucién del peso corporal al dia siguiente de su administracion; sin embargo, después
presentd un crecimiento normal, aunque no alcanzo el peso del grupo control al final del
protocolo. En cambio, los grupos de tratamiento con el carcindgeno (FeNTA, D+F vy
E+D+F) presentaron una disminucion en su crecimiento a lo largo del estudio y el EST no
fue capaz de prevenir tal efecto. Por lo anterior, se sugiere que estos ultimos grupos de

ratas sufrieron deterioro en su salud.

400 A
Inicia la administracion de
Inicia la administracion FeNTA
del EST <
. 300 - 1.
=) Administracion unica de DEN V/j
‘_2 200 mg/Kg - - i 3 ,§
° *.
o > *
—
8 200 -
o
w
@
0. -~ CONTROL
-= EST
100 — DEN
-+ FeNTA
-~ D+F
-~ E+D+F
o Ll Ll ) L} Ll L} Ll
-10 0 10 20 30 40 50 60

Dias

Figura 15. Grafica de peso corporal a lo largo del protocolo. El tratamiento con el iniciador
DEN ocasiona una disminucién en el peso de las ratas. Sin embargo, ocurre una
recuperacion a los pocos dias de su administracion. En contraste, los grupos tratados con
el carcinégeno FeNTA no se recuperaron ante la caida de peso y el EST no es capaz de
evitarlo. El * indica diferencias significativas con respecto al control y el < indica
diferencias significativas con respecto al DEN, las barras representan la media + EE
(P<0.05).
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7.3 Observaciones macroscoépicas de los rifiones.

Al momento de la extirpacion de los riflones, se realiz6 un andlisis macroscopico que nos
permitiera identificar algin cambio de la morfologia por el tratamiento con FeNTA. En la
figura 16 se presentan imagenes representativas de cada grupo. En las que se logra
apreciar que los rifiones de los grupos EST y DEN presentan caracteristicas
morofolégicas macroscopicas similares a las del grupo control. Sin embargo, en los
grupos FeNTA, D+F y E+D+F, se observa un tono pélido en las zonas correspondientes a

la corteza renal, ademas de irritacion medular. En el caso del grupo E+D+F, el EST no

CONTROL EST DEN

E +D+F
FeNTA D+F

Figura 16. Fotografias representativas de los rifiones al final del protocolo subcrénico a un
mes de tratamiento con FeNTA. No hay diferencias en la apariencia macroscépica en los
rifiones de los grupos EST y DEN con respecto al grupo control, mientras que los grupos
FeNTA, DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA mostraron dafios evidentes que se pueden
apreciar en la coloraciéon palida de la corteza e irritacion medular.
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7.4 Evaluaciéon de la funcién renal.

Para determinar si los tratamientos aplicados provocaron alteraciones en la funcion renal,
se analizaron los niveles de nitrégeno ureico sanguineo (BUN) al final del estudio. En la
figura 17 se observan los niveles de BUN determinados en todos los grupos. Estos
resultados nos indican que con éste esquema de tratamiento durante un mes, no se

inducen fallas en la funcién renal.

30+
3 Control
T @l EST
= 20- & DEN
> Bl FeNTA
£ @ D+F
2 104 @@ E+D+F
0 T

n= 5 7 7 6 8 7

Figura 17. Analisis de la funcion renal expresada como BUN al final del estudio. Ningun
grupo mostré alteraciones en la funcién renal. Las barras representan la media + EE.

7.5 Niveles de expresion de PKCe fosforilada

Con la finalidad de investigar el comportamiento de PKCg fosforilada, se realizé un
Western blot para la deteccion de esta proteina. En el presente trabajo no se utiliz6 como
control de carga ninguna proteina de citoesqueleto, ya que se tuvieron muchos problemas
metodoldgicos para la deteccion de la tubulina, haciendo que no resulten confiables como
control de carga. Por lo anterior, se eligi6 como control de carga una banda inespecifica
del Western Blot cercana a la banda de interés (Imagen inferior, panel A, figura 18), en la
gue se observa una expresion constante en todos los grupos experimentales. Asi mismo,
en la imagen superior del panel A se observan las bandas correspondientes a PKCg
fosforilada, en las cuales se puede distinguir que la sefial de PKC¢ fosforilada es mas

intensa en todos los grupos tratados con FeNTA, principalmente el grupo D+F.

36



En la figura 18, panel B se muestra que el tratamiento subcrénico con FeNTA y
DEN+FeNTA, induce un incremento significativo en los niveles de esta proteina fosforilada
y que el EST ejerce una proteccion parcial al no tener diferencia significativa con el control
ni con los grupos FeNTA y DEN+FeNTA.
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Figura 18. (A) Imagen representativa para la deteccion de PKCe en corteza renal, asi como
la banda inespecifica como control de carga. (B) Analisis densitométrico de las radiografias
ajustado contra la banda inespecifica y con respecto al grupo control. Cada barra
representa la media + EE de n muestras. (*) Diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo control, EST, DEN y E+D+F (p < 0.05). El tratamiento con FeNTA y
DEN+FeNTA induce un incremento en los niveles de pPKCg, y el EST protege de dicho
efecto. URD: Unidades relativas de densitometria.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer es una patologia multifactorial y se ha demostrado que el estrés oxidante juega
un papel importante en el proceso de carcinogénesis. El CCR es uno de los tipos de
cancer menos estudiados, de dificil diagndstico por ser asintomatico, que presenta
resistencia a tratamientos y una elevada tasa de mortalidad (Kovacs et al., 1997; Stadler
et al., 2004). Por ello, se requiere un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares
involucrados en la carcinogénesis renal para mejorar la eficacia en el tratamiento de esta
enfermedad y facilitar un diagndstico oportuno. EI modelo experimental mas utilizado para
el estudio de este tipo de cancer, es aquél inducido por FENTA en roedores (Athar et al.,
1998). Sin embargo, este modelo aun no se ha caracterizado. Por otro lado, la generacion
de EROs como parte del mecanismo de carcinogenicidad del FENTA (Toyokuni et al.,
1996; Tsuchiya et al., 2005), ha llevado a la busqueda de compuestos antioxidantes para
prevenir o disminuir el desarrollo de cancer. El tamarindo es un fruto con propiedades
antioxidantes por ser rico en compuestos polifendlicos, presentando una mayor actividad
antioxidante en la semilla (Heo et al., 2007; Sudjaroen et al., 2005). En el presente trabajo
se obtuvo un extracto de semillas de tamarindo rico en polifenoles y que posee una
notable capacidad antioxidante inactivando al anién superéxido con una Clso de 30.7
pMg/mL. Esta capacidad antioxidante es incluso mayor que, por ejemplo, la de la vitamina C
gue presenta una Clsg de 66 ug/mL (Cruz et al., 2006) y es considerada un antioxidante
clasico. Otra observacion importante respecto al EST fue que la dosis empleada no
present6 un efecto antinutrimental a lo largo del estudio, ya que no se obtuvieron cambios
en el peso corporal de las ratas del grupo EST con respecto al grupo control. Esto es
importante debido a que se ha demostrado que algunos polifenoles pueden tener efectos
antinutrimentales (Cruz et al., 2006). En contraste, si hubo un efecto negativo del DEN
sobre el peso corporal de los animales al dia siguiente de su administracion, pero
posteriormente, en el grupo que unicamente recibié este compuesto, hubo una
recuperacion, en cambio, en los grupos tratados con FeNTA no hubo tal restablecimiento
a lo largo del estudio, lo que nos indica que el carcinégeno repercute en la salud de los

animales.
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Por otra parte, los tratamientos realizados no indujeron alteraciones sobre la funcion renal
evaluada como BUN. Estos resultados muestran diferencias con lo observado en estudios
de tratamiento agudo con FeNTA, en los cuales el FENTA induce una severa insuficiencia
renal aguda (Cruz et al., 2006; Torres et al., 2007; Vargas et al., 2009; Tanaka et al.,
2008). Estas diferencias sugieren que con el esquema de tratamiento utilizado en el
presente trabajo se alcanzd una etapa diferente a la etapa de dafio agudo por FENTA.
Ademas, los resultados obtenidos en los niveles de BUN coinciden con lo observado en el
CCR humano, en el cual no hay alteraciones en la funcion renal durante el desarrollo de
esta neoplasia, siendo ésta una de las razones que dificulta su diagndéstico oportuno
(Richie et al., 2005). Todo esto, junto con la presencia de alteraciones moleculares,
sugiere que el esquema de tratamiento desarrollado en el presente trabajo podria

representar una etapa temprana del desarrollo de CCR.

Nuestros resultados indican que los niveles de PKCe fosforilada estan incrementados en
las cortezas renales obtenidas al término del protocolo de los grupos FeNTA y D+F, no asi
en el grupo tratado unicamente con DEN, lo que sugiere que la induccion de PKCe esta
dada por el carcindgeno y no por el iniciador tumoral en este esquema de tratamiento. Por
otro lado, el EST ejercié una proteccion disminuyendo los niveles de PKCe fosforilada en
el grupo E+D+F con respecto a los grupos FENTA y D+F; esta proteccion fue parcial ya
gue el grupo E+D+F a pesar de no presentar diferencias significativas con respecto al
control, tampoco las tiene con respecto a los grupos FeENTA y D+F, que si presentaron
diferencias significativas con respecto al control. Un hecho muy interesante es que esta
proteccion parcial coincide con la proteccion parcial contra el desarrollo del CCR
observada previamente en nuestro laboratorio (Vargas et al., 2009). La proteccion por
parte del EST puede ser consecuencia de la inhibicibn de mecanismos de sefalizacion
inducidos por el estrés oxidante generado por el FeNTA que lleven a la sobreexpresion de
PKCze fosforilada como por ejemplo, la via de PI3-K.

Ahora bien, el hecho de que el aumento que observamos en el presente trabajo sea en la
PKCe fosforilada en la ser 729 indica que la cinasa esta completamente madura y lista
para ser activada por sus segundos mensajeros lipidicos como el DAG (Newton et al.,
2010). La sobreexpresion en los niveles de PKCe es una de las alteraciones moleculares

gue se han asociado a la malignizacion celular en diferentes tipos de cancer y se ha
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demostrado que esta enzima esta involucrada en procesos de antiapoptosis, proliferacion,
motilidad e invasividad celular (Basu et al., 2007; Marengo et al., 2011). Particularmente,
en lineas celulares de CCR se ha encontrado que la sobreexpresion de PKCe
correlaciona con una alta actividad proliferativa y que su localizacion membranal, que
refleja la activacion de la enzima, se asocia con un alto potencial de invasividad (Engers
et al., 2000). En el presente trabajo, y gracias al uso de un modelo experimental de
carcinogénesis renal, se demuestra por primera vez que esta isoenzima de la familia PKC
esta inducida en etapas preneoplasicas, lo que nos lleva a sugerir su posible participacion
en el proceso de carcinogénesis renal por FeENTA y que probablemente también esté
involucrada en la carcinogénesis en el humano pudiendo ser un blanco terapéutico

especifico.

40



9. CONCLUSIONES

Se logré montar un protocolo de 1 mes de tratamiento con FeNTA, que podria

representar una etapa temprana en el desarrollo del CCR.

El tratamiento con FENTA durante 1 mes induce un aumento en los niveles de

PKCe fosforilada, lo que sugiere su participacion en la carcinogénesis.

El extracto protege parcialmente contra el aumento en PKCe fosforilada lo que
coincide con la protecciéon parcial contra el desarrollo del CCR observada

previamente en nuestro laboratorio.
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10. APENDICE
10.1 PREPARACION DEL EST

1. Desprender la semilla de la pulpa del tamarindo

2. Separar la cascara de la semilla por abrasion

3. Tomar 25 g de cascara de semillas de tamarindo y colocar en 500 mL de etanol
anhidro

4. Macerar las semillas de tamarindo en etanol por un lapso de 24 h a temperatura
ambiente.

5. Separar la cascara del extracto por decantacion y/o filtracion.

6. Concentrar al vacio el extracto, hasta obtener un polvo seco color café claro.
10.2 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES
Fundamento

El método utiliza una curva patrén construida a partir de diferentes concentraciones de
acido galico, donde se interpola la absorbancia obtenida de la muestra. Se basa en la
reaccion en medio basico de los compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu,
gue da como resultado un complejo colorido que absorbe a 765 nm (Singleton et al.,
1999).

Soluciones:

e Carbonato de sodio 1 M
Pesar 26.5 g de Na,COg, disolver en agua destilada y aforar a 250 mL.

e Estandar acido galico para la curva patron [10 mg/mL]
Pesar 50 mg de &cido galico y disolver en 5 mL de metanol al 50% en agua destilada.

e Folin2N
Hacer una dilucion 1:10 con agua destilada.

Procedimiento

1. Utilizar tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

2. Colocar 400 pL de Na,CO3 1 M.

3. Agregar 50 pL de estandar, agua (blanco), o muestra (EST).
4. Adicionar 500 uL del reactivo de Folin Ciocalteu diluido 1:10.
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5. Agitar durante 5 min e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
6. Leer absorbancia a 765 nm.

7. Interpolar resultados en la curva patrén.
Curva patréon (preparacion de las soluciones estandar):

De una solucion stock de acido galico (1 mg/mL) se realizan diluciones enlistadas en la
tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones de &cido galico de la curva patrén para la cuantificacion de
fenoles totales.

Concentracién [ug/mL] ML del stock ML de agua destilada
50 5 995
100 10 990
150 15 985
200 20 980
250 25 975

10.3 INACTIVACION DEL RADICAL SUPEROXIDO
Fundamento:

La inactivaciéon del radical superdxido se mide indirectamente gracias a la capacidad del
antioxidante para evitar la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los radicales
superoéxido generados in vitro en el sistema de la xantina-xantina oxidasa (Figura 18). La
reduccion de NBT por efecto del radical superéxido se determina por la formacién de

formazan el cual puede medirse espectrofotométricamente a 560 nm (Parejo et al., 2002).

Soluciones para la preparaciéon de la mezcla de reaccién

e Xantina 0.3 mM
Pesar 0.0228 g de xantina, agregar 4-5 mL de Na,CO3400 mM y aforar con 500 mL de

agua destilada.

e EDTA 0.6 Mm
Pesar 0.1117 g de EDTA y disolverlos en 500 mL de agua destilada con agitacion.

43



e Azul de nitrotetrazolio (NBT) 150 pM
Pesar 0.0368 g de NBT y disolverlos en 300 mL de agua destilada con agitacion.

¢ Na,CO3; 400 mM
Pesar 21.2 g de Na,COg3 y disolver en 500 mL de agua destilada con agitacion.

e AlbUmina sérica bovina 0.1 %
Pesar 0.25 g de albumina y disolver en 250 mL de agua destilada.

Mezcla de reaccidn

Mezclar las soluciones en el volumen indicado a continuacion:

Reactivo Volumen

Xantina 30 mL
EDTA 15 mL
NBT 15 mL

Na,COg3 9mL
ABS 4.5 mL
Total 73 mL

e Amortiguador de fosfatos 50mM pH: 7.4
Pesar 1.0524 g de KH,PO, y 0.6745 g de Na,HPO, para preparar 250 mL de solucion.

e Sulfato de amonio 2M
Pesar 669 de sulfato de amonio y aforar en 250 mL de agua destilada.

e Xantina oxidasa 168 U/L
Para preparar 1mL de xantina oxidasa 168 U/L a partir de un lote de 0.09 U/mg de sélido:
0.096 U — 1 mg 1750 mg —» 1000 mL

168 U —» x= 1750 mg x=1.75 mge&— 1mL

Disolver la cantidad calculada (1.75 mg) de xantina oxidasa en 1 mL de sulfato de amonio
2 M.

e Cloruro de cobre CuCl; =2H,0 0.8 mM
Pesar 0.07 g de CuCl»*2H,0 y disolver en 500 mL de agua destilada.
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Procedimiento

Preparacion de las muestras

1. Se realizan las diluciones enlistadas en la tabla 6.

Tabla 6. Diluciones del extracto polifenélico en la determinacién de inactivacién del radical
superoxido.

Diluciones Agua (pL) Extracto polifendlico
(uL)
1:50 1960 40
1:75 1480 20
1:100 1000 1000 de 1:50
1:150 1000 1000 de 1:75
1:200 1000 1000 de 1:100
1:250 1494 6
1:300 1000 1000 de 1:150
1:400 1000 1000 de 1:200
1:500 500 500 de 1:250
1:600 500 500 de 1:300

2. Agregar 815 pL de la mezcla de reaccion a cada determinacién y afiadir los reactivos
en la forma como se indica en la tabla 7 preparando un C-100%%*, un blanco problema y

un problema por cada dilucién de extracto polifendlico.

3. Contabilizar el tiempo de incubacion desde que se agregan los reactivos de manera

simultanea en el primer tubo.

4. Incubar los tubos 15 min en un bafo a 27°C.

5. Detener la reaccién con 330 pL de cloruro de cobre.

6. Realizar la cuantificacion espectrofotométricamente a 560 nm

7. Expresar los resultados como porcentaje de inactivacion del radical superdoxido en
funcidn de la cantidad de fenoles totales presentes en los 165 yL de muestra para cada

una de las diluciones utilizadas.
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Tabla 7. Reactivos adicionados para cada dilucion de extracto polifendlico en la
determinacion de la capacidad de inactivacion del radical superdxido.

C-100%* Blanco problema Problema
165 pL 165 pL dilucion 165 pL dilucion
amofr tlng?dOI’ de extracto extracto polifendlico
ostatos polifendlico
20 pL xantina 20 uL 20 uL xantina
oxidasa amortiguador de oxidasap
fosfatos

*C 100%: Cantidad total del radical superdxido generada por el sistema xantina-xantina

oxidasa.

10.4 PREPARACION DE N-DIETILNITROSAMINA (DEN)

1. Diluir el contenido del frasco (ImL de 990-999 mg DEN/mL) en 11 mL de solucion

salina.
2. Ajustar el volumen a inyectar de acuerdo al peso de cada rata.

10.5 PREPARACION DE NITRILOTRIACETATO DE HIERRO (FeNTA)

La solucion de nitrilotriacetato de hierro se prepara en el momento del ensayo de acuerdo
a la metodologia descrita en la literatura (Awai et al., 1979) siguiendo una relacion molar
1:4 de las soluciones nitrato de hierro y nitrilotriacetato de sodio respectivamente. En
nuestro laboratorio se utilizé el doble de la concentracion de nitrilotriacetato de sodio para
hacer la solucion de FeNTA en proporcion 1:2 y la solucién se ajusté a pH: 7.4 con

bicarbonato de sodio 120 mM.

Reactivos

e Nitrato de hierro Fe(NO3)3 *9H,0 160 mM
Pesar 0.6462 g de nitrato de hierro y aforar con 10 mL de NaHCO3; 120 mM

e Nitrilotriacetato de sodio Na,NTA 320 mM
Pesar 1.8809 g de Na;NTA en 25 mL de solucion de bicarbonato 120 mM

Tomar 20 mL de esta solucion y mezclarla con 10 mL de nitrato de hierro Fe(NO3)3; *9H,0
160 mM
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e Bicarbonato de sodio NaHCO3; 120 mM (Vehiculo del carcinégeno)

Pesar 0.504 g de NaHCOg3 y aforar con 50 mL de agua desionizada.

Para preparar 30 mL de solucion de FeNTA se mezclan 10 mL de nitrato de hierro 160
mM con 20 mL de nitrilotrlacetato de sodio 300 mM, y se agregan 0.2 g de bicarbonato de
sodio 120 mM lentamente y con agitacion para ajustar a pH 7.4. Una vez obtenido el pH
deseado, se interrumpe la agitacion con la finalidad de mantener constante este pH por

mayor tiempo.
Ajuste del pH de la solucion de FeNTA durante el transcurso de los ensayos

El ajuste de pH debe realizarse con un potencidmetro con la modalidad que permita medir
los cambios de pH durante todo el tiempo, ya que la soluciéon nunca se mantendra a pH
constante, esta solucién presenta variaciones pequefas de pH que se incrementan con la
agitacion durante el transcurso del ensayo. Para evitar la preparacion de una nueva
solucion de FeNTA durante el ensayo (en caso de que este sobrepase el pH de 7.4), se
debe preparar otra solucion de FeNTA sin agregar bicarbonato de sodio, para poder
disminuir el pH de la primera solucién de FENTA.

Precauciones

Para preparar la soluciéon de nitrato de hierro 160 mM, disolver lentamente el nitrato de
hierro en bicarbonato de sodio 120 mM ya que la efervescencia de este reactivo puede
ocasionar derrame de la solucion antes de completar el aforo. La solucién de FENTA debe

protegerse de la luz.

10.6 CUANTIFICACION DE NITROGENO UREICO SANGUINEO

e Reactivo de trabajo
Mezclar volumenes iguales de o-ftaladehido 4.8 mM y de la solucién de borato 87 mM.

10.7 EXTRACCION DE PROTEINAS DE TEJIDO DE CORTEZA RENAL
En el momento del sacrificio de los animales

1. Extraer los dos rifiones de la rata.

2. Separar la corteza renal de la médula.

3. Dividir la corteza renal en fragmentos.
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4. Congelar lo mas rapido posible en nitrégeno liquido.

5. Almacenar a -70°C hasta la determinacién de PKCe.

En el momento de determinacién de PKCeg

1. Colocar 100 mg de tejido de cada muestra 600 pyL de buffer de DTT, Tris-HCI 10 mM
pH 7.4, glicerol 30%, EDTA 1 mM pH 8, Tritdbn X-100%, ortovanadato de sodio 1 mM,
fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF por sus siglas en inglés) 1 mM, azida de sodio 15
mM, inhibidor de proteasas “Complete mini” (Roche- Indianapolis, IN, EUA) e inhibidor de
fosfatasas “phospho shop” (Roche- Indianapolis, IN, EUA).

3. Centrifugar los homogenados resultantes a 14,000 rpm.
4. Separar el sobrenadante.

5. Almacenar a -20°C hasta su uso.

10.8 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

Fundamento

El método de Lowry se basa en la formacién de un complejo entre iones Cu?* con del
nitrégeno de los aminoacidos en condiciones alcalinas. Asimismo, el complejo reacciona
con reactivo de Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato y fosfotunsgsteno) para formar un
compuesto colorido que puede medirse espectrofotométricamente a 660 nm (Lowry et
al.,1951).

Soluciones

e Acido tricloroacético al 10%
Pesar 10 g de TCA y disolverlos en 100 mL de agua destilada.

e NaOH 0.1 M
Pesar 0.4 g de hidroxido de sodio y aforar con 100 mL de agua destilada.

e Estandar albumina sérica bovina al 0.05%
Pesar 0.05 g de ABS y aforar con 100 mL de agua destilada.

e Solucion A:
Preparar una solucion con Na,COj3 al 2%, NaOH al 0.4%y tartrato de sodio al 0.02% en
agua destilada.

e Solucion B
Preparar una solucion con sulfato de cobre al 0.5% en agua destilada.
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e Solucion C
Mezclar la solucion B y la soluciéon A en proporcion 1:50 respectivamente.

e Solucion D
Diluir Folin 1 N con agua destilada en proporcion 1:2.

Procedimiento

1. Diluir con agua 1:150 el sobrenadante del homogenado (3.33 uL sobrenadante +
496.67 pL de agua).

2. Colocar 200 puL de muestra de homogenado de tejido o estandar de albumina sérica

bovina al 0.05% por cada tubo.

4. Adicionar a todas las muestras 1 mL de la solucion C.

5. Incubar durante 10 minutos

6. Agregar 100 pL de la solucién D con agitacion simultanea.

7. 30 minutos después de la adicion de la solucién D, leer en el espectrofotometro a 660

nm.

8. La concentracion de proteinas totales se calcula interpolando la absorbancia de los
tubos problema en la curva patron de albimina sérica bovina (Tabla 8), y los resultados

se expresan en ug de proteina/pL de muestra.

Tabla 8. Concentraciones de albumina sérica bovina al 0.05% de la curva patrén para la
cuantificacién de proteinas totales por el método de Lowry.

[ASB] pg/0.2 mL ASB (uL) H,O (uL)
Blanco 0 200
5 10 190
10 20 180
15 30 170
25 50 150
35 70 130
50 100 100
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10.9 WESTERN BLOT
10.9.1 Preparacion de los geles SDS-poliacrilamida para electroforesis

1. Preparar el “resolving gel” de acrilamida al 10% a patir de una solucion de acrilamida al
30%.

2. Agitar suavemente.

3. Vaciar la mezcla al molde 1.5 cm antes de que se llene.

4. Ahadir 200 uL de isopropanol a la superficie del gel de resolucion para aplanar.
5. Dejar polimerizar por un tiempo aproximado de 30 min.

5. Eliminar el isopropanol por decantacion

6. Hacer tres lavados con agua para eliminar el isopropanol remanente y la acrilamida que

no haya polimerizado.

7. Utilizar papel filtro para eliminar la humedad.

8. Preparar el “stacking gel” al 5%.

9. Colocar la mezcla sobre el “resolving gel” (sin llenar el molde).

10. Insertar el peine cuidadosamente evitando la formacion de burbujas.

11. Esperar 30 minutos para que se complete la polimerizacién del segundo gel.
11. Desprender cuidadosamente.

12. Colocar los moldes en una camara de electroforesis.

13. Vaciar en la camara buffer de electroforesis, el volumen vaciado dependera de la

cantidad de geles que se encuentren en la camara.
10.9.2 Preparacion de las muestras

1. Depositar en un tubo eppendorf un volumen de muestra correspondiente a 100 ug de

proteina.
2. Aiadir sobre el tubo, el mismo volumen de buffer de carga o desnaturalizante.
3. Resuspender tres veces hasta lograr un homogenado.

4. Colocar los tubos en un refractario con agua hirviendo durante 3 min.
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5. Colocar sobre hielo las muestras y cargar en los pozos del gel concentrador.
10.9.3 Electroforesis.
1. Correr los geles a 20 mV/gel durante 3.5 h.

2. Desmontar los moldes y sumergir en buffer de electroforesis los vidrios para poder

retirar los geles.

3. Desprender cuidadosamente con ayuda de una cufia, el gel concentrador del gel de

resolucion.

4. Preparar los geles para su posterior transferencia a membranas de PVDF.

10.9.4 Transferencia a membranas de floruro de polivinilo (PVDF)

1. Efectuar los siguientes procedimientos 20 minutos antes del término de la

electroforesis:
e Recortar cada membrana (IMMPBIOLON-P) a una dimension de 9x8 cm.

e Transferir las membranas recortadas a un recipiente con metanol y sumergirlas

por un tiempo de 5 min.

e Pasar las membranas a la brevedad posible a un recipiente con agua y

sumergir por 2 min.

e Retirar las membranas del recipiente con agua y colocar en buffer de

transferencia por un tiempo aproximado de 10 min.

2. Colocar en el equipo de transferencia semiseca (BIO-RAD) papel filtro Whatman
humedecido con buffer de transferencia.

3. Colocar cuidadosamente las membranas de PVDF encima del papel filtro Whatman,

eliminando las burbujas (Evitar que la membrana se seque).

4. Colocar inmediatamente el gel en forma concéntrica encima de la membrana de PVDF

eliminando las burbujas formadas.
5. Cubrir el sdndwich con un segundo papel filtro.
6. Cerrar cuidadosamente el equipo.
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7. Transferir a 70 mA/gel durante 1 h y media.

8. Preparar la solucién de bloqueo que es suero fetal bovino (SFB) en PBS-tween unos

minutos antes de que termine la transferencia.

9. Desmontar el equipo al terminar la transferencia y pasar la membrana con proteinas a

5 mL de solucién de bloqueo.
10. Poner en agitacion durante una hora.

11. Preparar la dilucién correspondiente de anticuerpo primario en PBS-tween minutos

antes de que termine el bloqueo.
12. Eliminar el SFB de las membranas.
13. Adicionar a la membrana 5 mL de la solucion del anticuerpo primario.

14. Incubar el anticuerpo primario toda la noche y dejar agitando a una temperatura de
4°C.

15. Al término de éste periodo, retirar el anticuerpo primario de las membranas
16. Enjuagar con PBS-tween.

17. Esperar 15 min en agitacion

18. Repetir el mismo procedimiento 3 veces mas.

19. Preparar la dilucion del anticuerpo secundario el cual esta acoplado a una enzima

peroxidasa. La dilucién se hace en PBS-tween y depende del tipo de proteina a detectar.
20. Adicionar al término del ultimo lavado, 5 mL de la solucién de anticuerpo secundario.
21. Incubar durante 1 hora en agitacién constante a temperatura ambiente.

22. Eliminar el anticuerpo secundario una vez transcurrida la hora.

23. Repetir tres veces los enjuagues con PBS-tween (15 min entre cada enjuague).
10.9.5 Deteccion de proteinas

Se utiliz6 el estuche de deteccién de INMOBILON (millipore # catalogo WBKLS0500)
1. Preparar el agente quimioluminiscente en un tubo falcén cubierto con papel aluminio.

2. Apagar la luz blanca y encende la luz roja.
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3. Recortar las placas de autoradiografia en las mismas proporciones que las membranas.
4. Colocar las membranas en un cassette para deteccion.
5. Adicionar 400 uL del agente quimioluminiscente a la membrana.

6. Colocar encima de la membrana un acetato para distribuir uniformemente el agente

guimioluminiscente (eliminar las burbujas que se formen).

7. Poner una placa de autoradiografia encima del acetato y de forma concéntrica a la

membrana.

8. Cerrar el cassette y exponer la placa de autoradiografia durante un periodo de 20 min

(el periodo de exposicion depende del tipo de proteina a detectar).
10.9.6 Revelado

9. Abrir cuidadosamente el cassette una vez que haya transcurrido el periodo de

exposicion.
10. Transferir las placas de autoradiografia a un recipiente con agente revelador
11. Agitar suavemente el recipiente y esperar la aparicion de bandas.

12. Cuando se observen las bandas de manera nitida, hay que sumergir la placa en la

solucion fijadora y mover continuamente.
13. Dejar las placas en la solucion durante 6 min.
14. Transferir las placas a un recipiente con agua.

15. Secar las placas a temperatura ambiente, para su posterior analisis.
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