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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucléico
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JNK Cinasa del amino terminal de c-Jun

HIF Factor inducible por hipoxia

i.p. Intraperitoneal

MAPKs Cinasas de proteina activadas por mitégenos
NBT Nitroazul de tetrazolio

NF-kB Factor nuclear kB

PB Dominio Phox y Bem1p

PDK-1 Cinasa dependiente de fosfoinositido 1



PI3-K

PKCz

PS

VEGF

VHL

WB

Cinasa de fosfatidil inositol trifosfato
Proteina cinasa C zeta

Pseudosustrato

Factor de crecimiento endotelial vascular
Von Hippel Lindau

Western blot
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1. RESUMEN

El cancer es un problema serio de salud publica en el mundo y en nuestro pais. Entre los
tipos de cancer menos comprendidos se encuentra el cancer renal, del cual, el carcinoma de
células renales (CCR) es el mas comun y presenta muchas complicaciones que llevan a una
alta tasa de mortalidad, como es su deteccion en estadios muy avanzados, por lo que

también su estudio en etapas tempranas es casi imposible.

El modelo de carcinogénesis renal inducida en ratas por nitrilotriacetato de hierro (FENTA) es
un modelo ya establecido, sin embargo, aun no esta bien caracterizado ni se han identificado
las etapas del desarrollo del cancer. Las evidencias sefalan al estrés oxidante como uno de
los responsables del desarrollo de CCR en este modelo, no obstante, los mecanismos
moleculares directamente involucrados en la carcinogénesis no estan definidos. En estudios
realizados en nuestro laboratorio se ha visto que después de un mes de tratamiento con el
FeNTA se presentan alteraciones moleculares procarcinogénicas en riidbn como un
incremento en los niveles de la proteina cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK %),
de ciclina D1, del receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) y de la proteina cinasa C
épsilon fosforilada (p-PKCeg), asi como un incremento en la actividad de los factores de

transcripcion NFkB y AP-1y la presencia de displasia.

La superfamilia de las cinasas de proteinas C (PKC) cataliza la fosforilacién de diversos
sustratos con diferentes efectos biolégicos que pueden estar involucrados en el desarrollo de
cancer. PKCz, la isoforma perteneciente al grupo de las PKC atipicas, se encuentra ligada a
vias de sefializacién que activan la expresién del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y la angiogénesis. De hecho, los tumores de CCR humano estan altamente
vascularizados y presentan un incremento de VEGF; sin embargo, no se conocen

completamente los mecanismos de este incremento.

Por otro lado, las semillas de tamarindo (Tamarindus indica) contienen una gran cantidad de
compuestos fendlicos, los cuales presentan una capacidad antioxidante notable.
Recientemente se ha demostrado que algunos de estos componentes tienen propiedades
anticancerigenas, por lo que las semillas de tamarindo podrian ser una fuente importante y
muy accesible de fitoquimicos fendlicos con actividad quimiopreventiva. En estudios previos
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realizados en nuestro laboratorio se demostr6 que un extracto etandlico de semillas de
tamarindo (EST) tiene un alto contenido de compuestos fendlicos y una notable capacidad de
inactivacion del radical superoxido, que protege de manera significativa contra el dafio severo
en la funcion renal inducido por el FENTA en estudios agudos, y que disminuye la incidencia

y retarda el desarrollo de CCR.

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se planteé estudiar el
comportamiento de PKCz en etapas tempranas del modelo de carcinogénesis renal inducida
por FeNTA como probable mecanismo molecular de carcinogenicidad del FeNTA y el efecto

del EST sobre este comportamiento.

Para este fin, se preparé el EST, en el cual se determind una concentracion de fenoles
totales de 1.2 * 0.027 mQeq. ac. galicd/MPesT Y UNa capacidad de inactivacion del radical
superoéxido in vitro con una concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de 30.70 pg/eq sc. calico- ASi
mismo, se desarrollé un protocolo de 1 mes de tratamiento en ratas macho Wistar que se
dividieron en 6 grupos: CONTROL: vehiculos; EST: tratado con extracto de semillas de
tamarindo en el agua de beber (100 mg FT/kg/dia); DEN: administracion unica de N-
dietilnitrosamina i.p (200 mg/kg, iniciador tumoral); FeNTA: administraciones i.p. 2 veces por
semana durante 4 semanas, con incrementos graduales de la dosis cada semana (3, 5,7y 9
mg/Kg); D+F: tratado con DEN y FeNTA; E+D+F: tratado con EST, DEN y FeNTA. Los
animales se sacrificaron por decapitacion 48 h después de la ultima administracion de
FeNTA y se obtuvieron muestras de sangre para determinar los niveles de nitrdgeno ureico
sanguineo (BUN) como marcador de la funcién renal, y de corteza renal para medir los

niveles de PKCz por Western blot.

Los niveles de BUN no se encuentran alterados en este esquema de tratamiento. Sin
embargo, se encontré un incremento significativo en los niveles de PKCz en los grupos D+F
y E+D+F respecto al grupo control. Al comparar los grupos D+F y E+D+F no hay una
diferencia significativa lo que indica que el EST no fue capaz de contrarrestar este aumento.
El aumento en los niveles de PKCz sugiere que esta enzima podria estar involucrada en la

carcinogénesis renal por FeNTA.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer y estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) son moléculas que tienen uno o mas electrones
desapareados y que pueden existir independientemente, como el anién superdxido O," vy el
radical hidroxilo (OH"), o bien, a diferencia de los anteriores, el perdxido de hidrogeno (H203)
que no tiene electrones desapareados, pero que tiene una reactividad considerable (Valko et
al., 2006).

Las ERO’s participan en una variedad de procesos bioldgicos. Por ejemplo, se encuentran
involucradas en la respuesta inmune, en eventos de sefalizacion y en el control de
permeabilidad vascular (Valko et al., 2006). Sin embargo, la acumulacion de estas especies
generadas por el metabolismo energético, procesos inflamatorios o factores externos, se ha
asociado con la patogénesis de cancer en humanos, entre otros padecimientos (Matés et al.,
1999).

El desequilibrio entre la concentracién de las ERO’s y los sistemas antioxidantes endégenos
conducen a un estado celular conocido como estrés oxidante, lo que provoca dafio en

lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Khan y Sultana, 2004).

Cada vez hay mas evidencia de la relacion entre el estrés oxidante y el cancer, y se han
propuesto varios mecanismos mediante los cuales se da esta relacion. Algunas ERO’s, como
el H,O,, pueden funcionar como segundos mensajeros en la modulacion de vias de
sefalizacion y factores de transcripcion sensibles al estado redox celular y relacionadas con
el desarrollo de células tumorales (Loo, 2003). Por otro lado, las EROs pueden danar
directamente al acido desoxirribonucleico (ADN) o mediante los aldehidos formados por la
lipoperoxidacién que tiene como consecuencia la formacion de aductos (Oberley et al., 1999;
Burcham, 1998); ademas, la reparacion deficiente del dano al ADN puede conducir a
mutaciones en protooncogenes y/o supresores de tumores lo que puede convertir una célula

normal en una célula con fenotipo maligno (Umemura et al., 1990).



2.2 Carcinoma de células renales

El carcinoma de células renales (CCR) es el tipo de cancer urolégico mas comun en adultos,
representa el 3% de todas los tipos de cancer y comprende el 90% de neoplasias renales
(Atkins et al., 2000; Jemal et al., 2007). La clasificacion histolégica distingue varios subtipos
de CCR: el de células claras, papilar, cromo6fobo, oncocitoma y ducto colector, siendo el
primero el mas comun. En México, aunque la estadistica no se encuentra actualizada, de
acuerdo con el Compendio de Cancer de 2001 de la Direccién General de Epidemiologia en
México, se sabe que en el 2001 se presentaron un total de 1577 casos, de los cuales el

81.7% falleci6é a causa de este padecimiento.

El CCR es una enfermedad histolégicamente diversa, es de dificil diagnéstico por ser
asintomatico sobre todo en etapas tempranas (cuando el cancer, en general, es mas
controlable o, incluso, curable) y por lo general se detecta en etapas avanzadas e incluso
cuando ya esta presente la metastasis (Stadler, 2005; Nelson et al., 2007). Ademas, la
respuesta a las terapias convencionales comunmente es limitada, ya que los subtipos
histolégicos presentan diversas alteraciones moleculares y por lo tanto responden de manera

diferente a las terapias (Mancini, 2008).

En cuanto a la presencia de estrés oxidante en CCR, se ha visto que muestras de tejido de
CCR presentan niveles mas elevados de ADN oxidado comparandolas con muestras de
tejido normal (Okamoto et al., 1996), y que hay una elevada lipoperoxidacion en CCR de
células claras (Oberley et al., 1999). Mas aun, existen evidencias de que el aumento en la
liperoxidacién observada en las personas obesas e hipertensas es el mecanismo
responsable, al menos en parte, del aumento en el riesgo que corren estos pacientes a

desarrollar CCR (Gago-Dominguez et al., 2006).

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

Un modelo experimental de carcinogénesis renal es el de carcinoma de tubulo proximal
inducido por nitrilotriacetato de hierro (FeENTA) (Bahneman et al.,1998). El FENTA es un



complejo pequefio formado por la unién de acido nitrilotriacético con Fe* (Figura 1), el cual

es una molécula de facil absorcion (Preece et al., 1989) y su érgano blanco es el riidn.

- o, O
0 j’
. 5w
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D-/H\/ 0 N
0 Fe
Acido Hierro (111) Nitrilotriacetato de hierro

nitrilotriacético

Figura 1.Formacion del nitrilotriacetato de hierro (FeNTA).

Una vez en la sangre, el FeNTA es capaz de pasar a través del glomérulo por ser una
molécula de bajo peso molecular, y en el lumen de los tibulos proximales el Fe**-NTA es
reducido a Fe?*-NTA por los productos de degradacion del glutatién: cisteina y cisteina-
glicina (Toyokuni et al., 1994). Ya reducido, el hierro es capaz de generar radicales OH’
mediante la reacciéon de Fenton Haber-Weiss (Figura 2), dicho radical provoca dafio oxidante
a biomoléculas (Mizote et al., 2002). Por ejemplo, se ha demostrado la formacion de lesiones
oxidativas al ADN en sistemas tanto in vitro (Kawanishi et al., 2002) como in vivo (Toyokuni
etal., 1994).

Fe*" + H0, — Fe® + OH™ + OH’

Fe* + 0" — Fe* +0,

Oy + H,O, - OH + OH + O,

Figura 2. Generacién de ERO’s mediante la reacciéon de Fenton-Haber-Weiss.

En roedores, administraciones agudas intraperitoneales de FeNTA producen necrosis tubular
e insuficiencia renal severa (Cruz-White, 2007; Lépez-Ramos, 2007; Torres-Martinez, 2007)
y en esquemas de exposicion cronica se desarrolla CCR (Okada, 1982). Ademas, la
administracién unica de N-dietilnitrosamina (DEN) como iniciador 10 dias antes del

tratamiento cronico con FeNTA aumenta sensiblemente la proporcion de animales que
5



desarrollan el carcinoma de células renales y reduce el tiempo necesario de exposicion al
carcinoégeno (Athar e Igbal, 1998; Ansar et al., 1999; Vargas-Olvera, 2009). En nuestro
laboratorio, con un esquema de tratamiento crénico de cuatro meses de exposicion a FeNTA
y dos meses de descanso después de la ultima administracién, se desarrollaron tumores
renales en ratas macho Wistar sin que se alterara la funcion (Vargas-Olvera, 2009). Los
datos histopatolégicos de ese estudio indican que los tumores corresponden al subtipo
histolégico de células claras, que es el subtipo mas comun en el CCR humano y que
presentan un aumento en los marcadores de estrés oxidante como 4-hidroxinonenal y
nitrotirosina. Por otra parte, en un esquema de tratamiento durante 1 mes, los rifiones
expuestos a D+F presentan displasia, ademas de alteraciones moleculares tales como:
incremento en los niveles de expresion de la ciclina D1, PKCe fosforilada, ERK1/2 y EGFR,
asi como un aumento en la activacion de los factores de transcripcion NFkB y AP-1 (Aguilar-
Alonso, 2010; Rangel-Gémez, 2011).

2.4 Antioxidantes

Dada la vinculaciéon de las ERO’s con el desarrollo del cancer, en los ultimos anos se ha
ampliado la busqueda de compuestos antioxidantes presentes en alimentos que puedan

disminuir el riesgo de desarrollar cancer (Matés et al., 2011).

Entre los compuestos con mayor capacidad antioxidante estan los polifenoles, los cuales se
encuentran en una gran cantidad de alimentos como frutas, vegetales y semillas (Bravo,
1998; Rice-Evans, 2001).

Se han probado algunos fitoquimicos fendlicos y extractos ricos en estos compuestos en
diferentes tipos de cancer, tanto in vivo como in vitro, y se han encontrado resultados
positivos, como el del té verde y negro (Halder et al., 2006) y la curcumina (Okazaki et al.,
2005). Entre los mecanismos celulares involucrados en el efecto benéfico de los fitoquimicos
fendlicos, se han descrito los siguientes: inhibicion de la lipoperoxidacion, induccion de
enzimas antioxidantes, efectos antiinflamatorios, induccién de apoptosis y arresto del ciclo
celular e inhibicion de metastasis y angiogénesis (Matos et al., 2000). En los ultimos afios, se
ha demostrado que algunos de estos efectos se dan por la inhibicién de vias de sefalizacion

como PI3K/Akt, ERK y Ras/Raf/MAPK y/o la activacién de vias como JNK, p53 y caspasas y
6



la supresion de la activacion de factores de transcripcion como NF-kB y AP-1 (Lee et al.,
2006; Nichenametla et al., 2006).

Entre las especies vegetales que presentan gran contenido de compuestos polifendlicos se
encuentra el Tamarindus indica conocido popularmente como tamarindo. Los productos
derivados de diferentes partes de esta planta (fruto, hoja, corteza y raices) se usan en la
medicina tradicional como antiinflamatorios, laxantes, expectorantes, cicatrizantes y
digestivos, entre otros (Parrota, 2001; Komutarin et al., 2004; Maiti et al., 2004).

2.4.1 Extracto de semillas de tamarindo

Se ha comprobado que extractos de tamarindo pueden atenuar las alteraciones causadas
por un estrés oxidante exacerbado en diferentes modelos animales (Pumthong, 1999; Ramos
et al., 2003). Asi mismo, el perfil de los compuestos polifendlicos de la semilla de tamarindo
reveld la presencia de seis compuestos principales: procianidinas B, epicatequina,
tetramero, pentamero y hexamero de procianidina y taninos poliméricos (Tsuda et al., 1994;
Sudjaroen et al., 2005).

Debido al alto contenido de polifenoles en la semilla de esta leguminosa, se esperaria un
resultado exitoso de su uso en el tratamiento y/o prevencion de neoplasias. Por ejemplo, la
procianidina B; inhibe el dafio oxidante al ADN inducido por Fe?* y H,0. (Sakano et al., 2005)
y promueve la apoptosis en células de carcinoma de seno y prostata (Agarwal et al., 2007).
También se ha encontrado que esta procianidina puede inhibir cinasas (ERK, JNK y p38-

MAPK), evitando la activacion de algunos oncogenes relacionados (Zhang et al., 2006).

En estudios realizados en nuestro laboratorio con un extracto etandlico de semilla de
tamarindo (EST) se demostré que posee un alto contenido de compuestos fendlicos y una
notable capacidad de inactivacion del radical O,", ademas de que tiene una buena
estabilidad a largo plazo. Asi mismo, se observd que la dosis de 100mggr/kg/dia no tiene
efectos pro-oxidantes o antinutricionales ni a corto ni a largo plazo, y en estudios agudos con
FeNTA disminuye la produccion renal de H,O, y protege de manera significativa contra el

dafio severo en la funcion renal inducido por el FeNTA. Por otra parte, la administracion del



EST disminuyd la incidencia de CCR en un 21.05 % en estudios cronicos con FeNTA
(Vargas-Olvera, 2009).

2.5 Proteina cinasa C (PKC)

La superfamilia de las proteinas cinasas C (PKC) cataliza la fosforilacion de diversos
sustratos con diferentes efectos biolégicos indispensables para el buen funcionamiento
celular. Esta familia esta constituida por 11 isoformas, las cuales estan clasificadas en 3
grandes grupos con base en su modo de activacién: a) El grupo de las PKC clasicas o
convencionales (cPKC) que consiste en las isoformas a, 31, Bll y y, y que dependen de Ca"
y diacilglicerol (DAG) como cofactores; b) las isoformas independientes de Ca®* pero
dependientes de DAG pertenecen a las PKC nuevas (nPKC) que incluyen a las isoformas
o(delta), € (épsilon), n (eta) y B (teta); y c) el grupo conocido como PKC atipicas (aPKC) ya
que no dependen de Ca®* ni de DAG para su activacion, y dentro de este grupo se
encuentran las isoformas I/A (iota/lambda), p (mu), v (nu) y z. Todas las PKC son reguladas
por fosforilaciones sucesivas en sitios especificos, lo que desencadena la unién a su cofactor
y por lo tanto su activacién (Webb et al., 2000; Dutil et al., 2001; Li et al., 2006; Newton,
2010; Rosse et al., 2010).

2.6La PKC en cancer

PKC participa en procesos celulares tales como proliferacion, ciclo celular, diferenciacion y
apoptosis (Blobe et al., 1994; Stabnel, 1994; Liu,1996). Las aberraciones en la expresiéon y
localizacion de la PKC se han implicado en el desarrollo de multiples enfermedades, siendo
la relacion mas prominente de la PKC con la promocién y progresiéon del cancer (Fields et al.,
2003). La PKC actua como oncogen en el cancer de mama, mientras que en el cancer de
colon participa como anti-oncogen (Blobe et al., 1994); esas diferencias se deben a que la
expresion de las isoenzimas varia de acuerdo al tipo celular y las condiciones bajo las que se
analiza (Jaken, 1996). Aunque se ha estudiado la expresion de las isoformas en diferentes
tejidos de rata y raton y en lineas celulares, poco se sabe sobre la expresion en los tumores
humanos asi como sus implicaciones funcionales en el comportamiento del tumor (Bareggi et

al.,, 1995). En células cancerosas de rifidn, se expresan todas las isoformas de PKC a
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excepcion de la PKCy y la PKC6 (Engers et al., 2000). La PKCa funciona como supresor de
tumores y se ha encontrado que en este tipo de tumores se encuentra disminuida en
comparacién con el tejido normal. Por otra parte, los niveles expresion de PKCe se
correlacionan con una alta actividad proliferativa, y su localizacion membranal es asociada

con un potencial altamente invasivo (Brenner et al., 2004; Marengo, 2011).

2.7 PKC y estrés oxidante

El estrés oxidante a niveles bajos induce modificaciones en las proteinas sefializadoras que
repercuten en su funcionalidad. Las isoformas de los grupos convencionales y novel de la
familia PKC presentan caracteristicas que las hacen susceptibles a modificaciones oxidantes
(Gopalakrishna y Jaken, 2000; Genestra, 2007). Por un lado, el dominio regulatorio N-
terminal contiene dedos de zinc que son motivos ricos en cisteina que pueden ser oxidados,
lo que desencadena que la funcion autoinhibitoria del dominio regulatorio quede
comprometida y como consecuencia la actividad enzimatica sea estimulada (Gopalakrishna y
Gundimeda, 2002). Esta susceptibilidad a modificaciones redox se desconoce con las
isoformas atipicas, ya que estas carecen de dedos de zinc (Gopalakrishna, 1995). No
obstante, Giorgi y cols. (2010) realizaron trabajos con fibroblastos embrionarios de raton en
donde el estrés oxidante desencadena la translocacion de las isoformas a, 3, & y € del citosol

a la membrana celular y PKCz se transloca al nucleo.

2.8 Estructura y activacion de PKCz

La PKCz posee un dominio regulatorio y un dominio catalitico unidos por una regién bisagra
al igual que el resto de las PKC (Figura 3). Esta isoforma presenta 3 regiones conservadas
(C1, C3 y C4) y 5 regiones variables (V1-V5). La region C1 esta dentro del dominio
regulatorio y, a diferencia de las isoformas de los grupos convencional y novel, también
posee un dominio denominado PB1 rico en cisteinas que le permite a la enzima interaccionar
con otras proteinas que también poseen este dominio, entre ellas se encuentran MEKS5, p62

y Par-6. A través de este tipo de interacciones, la PKCz puede ser regulada (Hirai et al.,



2003; Galvez et al., 2009; Rosse et al., 2010). Las regiones C3 y C4 se encuentran dentro

del dominio catalitico de la enzima (Li et al., 2006).

Dentro del dominio regulatorio se encuentra una secuencia antoinhibitoria o pseudosustrato
(PS), que se une a la region que acepta al sustrato dentro del dominio catalitico y mantiene a
la enzima en una conformacion “cerrada” o inactiva (House y Kemp, 1987; Hurley et al.,
1997).

Dominla reguiatoro Dominio catalitico

Sustrato ; P
e Crc
ey
4

=

£

Figura 3. Representacion de la estructura de PKCz. PS: pseudosustrato, A-loop: bucle de activacion,
TM: motivo de giro, Glu: glutamato, P: P: unién de proteinas. Modificado de Freeley et al., 2011.

La conversion de la enzima a su forma “abierta” ocurre cuando la afinidad del PS por la
region catalitica decrece en respuesta a la unién de fosfatidilserina o ceramida que se
encuentran en la membrana plasmatica (Johnson et al., 2000; Newton, 2001; Sonnenburg et
al., 2001; Gallegos et al., 2008); este es uno de los dos mecanismos criticos que regulan la
actividad y localizacion de la enzima.

Una vez que la enzima esta en la membrana plasmatica es necesario que sea fosforilada en
dos residuos de aminoacido que se encuentran dentro de la region catalitica de la enzima. La
primera fosforilacion es desencadenada por la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1)
y ocurre en el residuo Thr*'® dentro del bucle de activacién (A-loop); esto desencadena la
autofosforilacién del residuo Ser®'® dentro del motivo de giro (TM). Ademas, la enzima posee
un tercer motivo llamado motivo hidrofébico que contiene un residuo de glutamato, que
mimetiza la carga negativa que podria aportar un grupo fosfato (Keranen et al., 1995; Hirai et
al., 2003). Cualquier alteracion en alguno de esos eventos regulatorios dafia la sefalizacion

por la enzima (Li et al., 2006). Se ha reportado que la union de fosfatidilserina o ceramida y la
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fosforilaciéon ordenada de los residuos Th y Ser®'® |e proporcionan a la enzima una

actividad catalitica completa (Keranen et al., 1995; Chou et al., 1998; Good et al., 2004).

2.9La PKCzen CCR

La PKCz esta involucrada en muchos procesos fisiolégicos que estan relacionados con la
carcionogénesis, por ejemplo mitogénesis, supervivencia celular y angiogénesis (Pal et al.,
2001).

Frecuentemente se ha encontrado un incremento en los niveles del factor inducible por
hipoxia (HIF) en los tumores de CCR humano, y esto se ha atribuido generalmente a
alteraciones funcionales de VHL, proteina encargada de ubiquitinar y mandar a degradacion
a HIF, sin embargo, mas recientemente se ha descrito que en lineas celulares de CCR, el
aumento en los niveles de PKCz fosforilada esta involucrado en la fosforilacion del supresor
tumoral CDP, desencadenando su unién al promotor del factor inhibidor de HIF (FIH) lo que
evita su transcripcion, y por lo tanto los niveles de HIF se incrementan. Como consecuencia
de esto, se expresan los genes blanco de HIF, entre los que se encuentra VEGF lo que
podria estar relacionado con la alta vascularizacion observada en los tumores de CCR (Datta
et al., 2004; Mukhopadhyay y Datta, 2004; Basu et al., 2008. Esto sugiere una nueva via de
sefnalizacion para el estudio del aumento de los niveles de HIF en este cancer (Pal et al.,
1997; Li et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de regulacién de HIF a través de PKCz. HIF: factor inducible por hipoxia, VHL: Von
Hippel-Lindau, FIH-1: factor inhibidor de HIF, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, EPO:
eritropoyetina, Glut-1: transportador de glucosa, CDP: supresor transcripcional.

3 JUSTIFICACION

El cancer renal es uno de los tipos de cancer menos comprendidos, es de dificil diagndstico,
es asintomatico en etapas tempranas (cuando el cancer, en general, es mas controlable o,

incluso, curable) y presenta una alta tasa de mortalidad.

Se ha demostrado la participacion del estrés oxidante en el desarrollo del cancer lo que ha
llevado a proponer el uso de compuestos antioxidantes para controlar o prevenir dicha
patologia. Entre estos compuestos se encuentran los polifenoles que se presentan en
diversas frutas y verduras; tal es el caso del tamarindo y, en especial, la cascara de su

semilla.

En nuestro laboratorio se ha estado trabajando con un modelo de carcinogénesis renal
inducida por nitrilotriacetato de hierro (FENTA) en el cual esta involucrado el estrés oxidante,

sin embargo aun se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en la
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malignizacion celular. Se ha observado que con un tratamiento agudo con una sola
exposicion a FeNTA y a 1-24 h se desarrolla necrosis e insuficiencia renal, con un protocolo
de 1 mes de tratamiento con FeNTA, se obtienen lesiones premalignas asi como algunas
alteraciones moleculares procarcinogénicas; y, por ultimo, el tratamiento crénico con

inyecciones repetidas de FeNTA durante 4 meses lleva al desarrollo de CCR.

Por otra parte, en lineas celulares de CCR humano se ha observado que los niveles de PKCz
se encuentran elevados y esto esta ligado a vias de sefializacién que activan la expresion del

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la angiogénesis.

Por lo anterior se consider6 de gran interés averiguar si la enzima PKCz se encuentra
alterada en etapas tempranas de la carcinogénesis renal inducida por FeNTA, pudiendo ser
uno de los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de dicha patologia, por lo
cual se estudié su comportamiento en tejido renal de ratas expuestas al carcinogéno FeENTA

durante 1 mes y el posible efecto de un extracto de semillas de tamarindo.

4 HIPOTESIS

Los niveles de PKCz total se encontraran elevados en etapas tempranas del modelo de
carcinogeénesis renal inducida por FeNTA y la administracion de un extracto de semilla de

tamarindo disminuira estos niveles.

5 OBJETIVOS
GENERAL

e Estudiar el comportamiento de la PKCz total en etapas tempranas de un modelo de
carcinogénesis renal inducida por FeENTA vy el efecto de un extracto de semillas de

tamarindo.

PARTICULARES
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e Desarrollar un protocolo de 1 mes de tratamiento con FeNTA en ratas Wistar macho.

e Montar un ensayo de Western blot especifico para PKCz total.

e Determinar los niveles de PKCz total por Western blot en corteza renal de los grupos
experimentales.

e Investigar el efecto de un extracto de semilla de tamarindo sobre los niveles renales
de PKCz.

6 METODOLOGIA

6.1 Preparacion del extracto de semillas de Tamarindus indica

Se obtuvo la cascara de la semilla mediante fragmentacidn mecanica, posteriormente se
colocaron 25 g de ésta en 500 ml de etanol anhidro. Se maceraron durante 24 h a
temperatura ambiente (extraccion etandlica). Después, se separd por decantacién el extracto
resultante de las semillas y se concentro al vacio en un rotaevaporador hasta la obtencion de
un polvo seco. A este polvo se le asigné el nombre de extracto de semillas de tamarindo
(EST) (Vargas-Olvera, 2009).

6.2 Caracterizacion del extracto
e Cuantificacion de fenoles totales

Se determind el contenido de fenoles totales del EST mediante la técnica de Folin-Ciocalteu.
En esa técnica, los fenoles se oxidan por el reactivo de Folin (ver anexo 10.1), 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 oxidos azules de tungsteno y
molibdeno. Para la cuantificacion se realiza una curva patron de acido galico en la que se
interpolan las soluciones con diferentes concentraciones del EST. Los resultados se

expresan en g eq. de acido galico/ML de extracto.
e Evaluacién de la capacidad de inactivacion del radical superoxido

La inactivacién del radical superdoxido se midié indirectamente gracias a la capacidad del EST

de evitar la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por los radicales superoxido
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generados in vitro en el sistema de la xantina-xantina oxidasa (Figura 5). La reduccion del
NBT por efecto del radical superoxido se determina por la formacion del formazan, el cual
puede medirse espectrofotométricamente a 560 nm (Parejo et al., 2002) (Ver anexo 10.2).
Los resultados se expresan en Clsg que es la cantidad de EST necesario para atrapar el 50

del O,” formado en el sistema xantina/xantina oxidasa.
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Figura 5. Fundamento para la determinacion de la capacidad de inactivacion del radical superéxido por
el EST.

6.3 Desarrollo del modelo subcrénico de tratamiento con el carcinégeno FeNTA en
ratas Wistar macho.

Para el desarrollo del protocolo de tratamiento subcronico con FENTA se utilizaron un total de
40 ratas Wistar macho (Harlan México-UNAM) que se dividieron en 6 grupos: Control (C),
EST (E), DEN (D) (iniciador tumoral), FeNTA (F) (promotor tumoral), DEN+FeNTA (D+F) y
EST+DEN+FeNTA (E+D+F). La distribucion y tratamiento de las ratas en los diferentes
grupos se detalla en la tabla 1, y en la figura 6 se resume el esquema de tratamiento seguido
en el presente estudio. Los animales se sacrificaron 48 horas después de la ultima
administracion de FeNTA por decapitacion. Se extrajeron los rifiones y se obtuvieron las
cortezas renales, las cuales se congelaron en nitrégeno liquido (-192 °C) y se almacenaron a
-70 °C hasta su utilizacion. También se extrajo una muestra de sangre que se utilizd para la

evaluacioén de la funcién renal.
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Tabla 1. Distribucion y tratamiento de las ratas Wistar macho en los 6 grupos de estudio.

Grupo No. de animales

Esquema de tratamiento

Control (C) 7 Vehiculos
EST (E) 7 Administracién del extracto de semilla de Tamarindus indica (EST)
(100 mg FT/Kg/dia) en el agua de beber.
DEN (D) 7 Administracién i.p. unica de N-dietilnitrosamina (DEN) (200mg/kg)
FeNTA (F) 7 Administracion i.p. de nitrilotiacetato de hierro (FENTA) dos veces
por semana con aumentos semanales de la dosis (3, 5, 7, 9
mgFe/kg).
D+F 10 Administracién del DEN+FeNTA como se describio en los grupos
anteriores.
E+D+F 10 Administracién del EST+DEN+FeNTA como se describié en los

grupos anteriores.

Administracién unica de DEN (200 mg/Kg)

Inicio de la administracion del
EST

Inicio de las administraciones
de FeNTAdos veces por

Periodo de
adaptacidn
Administracion del EST (100mggy/Kg/dia)
i 1 1 1 I [ |
FeNTA FeNTA FeNTA FeNTA I
30 -28 14 7 14 3
3 mgFelkg 5 mgFelkg 7 mgFelkg 9 mgFe/Kg
A A

Toma de muestra de corteza
renal y muestra sanguinea

semana

Figura 6. Esquema de tratamiento del protocolo subcrénico con nitrilitriacetato de hierro (FeNTA).
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6.3.1 Administracion del EST

El extracto de semilla de tamarindo se administré6 a lo largo del protocolo a los grupos
correspondientes en el agua de beber en una dosis de 100 mggr/Kg/dia, dosis que se ha
demostrado en estudios previos que presenta el mayor efecto antioxidante sin producir

efectos adversos (Vargas-Olvera, 2009).

Para calcular la cantidad de EST que debe afadirse al agua de beber para que cada rata
reciba la dosis antes mencionada de fenoles totales, fue necesario determinar el volumen
promedio de agua bebida por los animales, asi como también determinar el peso de los
mismos. Dichas mediciones se realizaron a lo largo de todo el protocolo a fin de ir ajustando
la cantidad de EST afadido al agua de beber de los grupos correspondientes. El EST se

administré 14 dias antes de la administracion de DEN y durante todo el protocolo.

6.3.2 Preparacion y administracion de N-dietilnitrosamina (DEN)

El DEN se obtuvo de Sigma Aldrich (EUA). La preparaciéon se llevd a cabo diluyendo el
contenido del frasco (1 mL de 990-999 mg/mL) en 11 mL de solucién salina y ajustando el
volumen a administrar dependiendo del peso de cada rata. Su administracion fue via
intraperitoneal 15 dias antes de la primera administracion de FeNTA en una dosis Unica de
200 mg/Kg. La dosis se eligi6 de acuerdo a la literatura (Khan y Sultana, 2005) y

observaciones previas en nuestro laboratorio (Vargas-Olvera, 2009).
6.3.3 Preparacion y administracion del nitrilotriacetato de hierro (FENTA)

Primero se preparé una solucion de Fe(NOs3); 160 mM (Sigma Aldrich,EUA) y otra de
nitrilotriacetato de sodio 320mM, utilizando en ambos casos una solucién de Na;HCO3 120
mM como disolvente. Se mezclaron ambas soluciones en una proporciéon 1:2 v/v y se ajusto
el pH a 7.4 con la solucidon de Na,HCO3. La concentracion final de hierro es de 2.98 mgg./mL
(Ver anexo 10.3). El FeNTA se administré recién preparado via intraperitoneal dos veces por
semana durante 4 semanas con un aumento gradual de la dosis, partiendo de 3 mgre/kg
hasta alcanzar una dosis de 9 mgre/Kg, siguiendo el método de Awai (1979), con ligeras

modificaciones. La cantidad de solucion de FeNTA administrada se basé en la concentracion
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de hierro y en el peso del animal. Para conocer la cantidad de la solucion de FeNTA a

administrar se efectud un calculo como en el siguiente ejemplo:
Administrar una dosis de 3 mgre/Kg a una rata cuyo peso es de 0.260 Kg
1 mL solucién de FeNT 3 Mgre

0.260 Kg K = 0.261 mL de solucion de
2.98mg re 9 FeNTA

6.4 Evaluacion de la funcion renal

Los rifiones estan involucrados en diversas funciones criticas del organismo como son la
regulacion del volumen de fluidos, electrolitos y estado acido-base, asi como la eliminacion
de productos de desecho. Una de las consecuencias mas comunes en la alteracion en la
funcién renal es la excrecion inadecuada de diversos metabolitos, asi como la pérdida de
proteinas. La urea es un producto de desecho que se sintetiza a partir de amonio, el cual se
produce por la desaminacion oxidante de los aminoacidos. Como marcador de funcion renal
se utilizé la determinacién del nitrogeno ureico sanguineo (BUN por sus siglas en inglés) en
muestras de suero sanguineo. La urea presente en la muestra reacciona con el o-
ftalaldehido en medio acido originando isoindolina, un compuesto colorido que puede
cuantificarse espectrofotométricamente a 510 nm. La intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de la urea en la muestra (Figura 7) (Anexo 10.4).

0 - %w/g o
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H,N” NH, el 4
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Urea O-ftalaldehido (H*) Isoindolina
510 nm

Figura 7. Fundamento para la determinacion de los niveles de nitrégeno ureico sanguineo.
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6.5 Extraccion de proteinas del tejido renal

Para estudiar las proteinas de interés en las muestras, se homogenizaron 100 mg de corteza
renal en 650uL de amortiguador de lisis pH 7.4 en bafo de hielo, cuya composicién es: 1,4-
ditiotreitol (DTT) 1 mM, TRIS HCI 10 mM, glicerol 30%, EDTA 1 mM, triton X-100 al 1%,
ortovanadato 1 mM, fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) 1 mM y azida de sodio 15 mM
con inhibidores de proteasas y de fosfatasas. Los homogenados obtenidos se centrifugaron a
13,500 rpm (centrifuga Thermo Scientific Legend RT+, Alemania) a 4°C durante 30 min, y
posteriormente el sobrenadante se recuperd y almacend a -20°C hasta el dia de su analisis.
A cada homogenado se le determiné el contenido de proteinas totales mediante el método de

Lowry que se describe a continuacion.

6.6 Cuantificacién de proteinas totales por el método de Lowry

El método de Lowry se basa en la formacién de un complejo entre iones Cu?* con el
nitrogeno de los aminoacidos en condiciones alcalinas. Este complejo reacciona con el
reactivo Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato y fosfotungsteno) para formar un compuesto
colorido que puede medirse espectrofotométricamente a 660 nm. Los resultados se expresan

COMO HJproteina’ UL (Anexo 10.5).

6.7 Determinacion de la proteina PKCz total por Western blot

La evaluacion de los niveles de PKCz total se realizé mediante la técnica de Western blot. El
Western blot, o inmunoblot, es una técnica analitica usada para detectar proteinas
especificas en una mezcla compleja de proteinas, como un extracto tisular. Mediante una
electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso
molecular, estructura, hidrofobicidad, etc. Posteriormente son transferidas a una membrana
adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinilo (PVDF)) para poder

buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella (Towbin et al., 1979).

Con base en la determinacion de proteinas totales por el método de Lowry, se calculé el

volumen de homogenado de corteza renal necesario para cargar 50 ug de proteina en cada
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pozo de los geles de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La
electroforesis se corrido de 3 h a 90 mV. Posteriormente se realizé la transferencia semiseca
(Transblot SD semidry Transfer Cell, BioRad) de las proteinas a una membrana de PVDF
(Immobilion-P, Millipore Corporation, MA, USA) durante 1 h y media a 300 mA (Anexo 10.7).
Una vez terminada la transferencia, se bloque6 la membrana con leche descremada al 1%
durante 1 h. Después se hibridé durante toda la noche con el anticuerpo primario monoclonal
especifico de raton anti PKCz (H-1 Santa Cruz Biotechnology). Al dia siguiente, se retiro el
anticuerpo primario y las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.1%, durante 15
min cada vez. Posteriormente, se incubaron una hora con el anticuerpo secundario anti-ratéon
acoplado a la peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology, EUA). En la tabla 2 se
muestran algunas condiciones probadas para la deteccion de PKCz total. Transcurrido ese
tiempo se eliminé el anticuerpo secundario y se realizaron tres lavados con PBS de 15 min
cada uno. Por ultimo, se adicionaron los sustratos de la peroxidasa (luminol y H,O;) (Millipore
Immobion ™Western Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA)
(anexo 10.8) y se expusieron las membranas a una placa de rayos X (anexo 10.9). Las
placas obtenidas se analizaron por densitometria utilizando el programa Image J (Broken
Symmetry Soft). Se realizé esta determinacion con PKCz y el control de -carga.
Posteriormente, en todos los grupos experimentales se obtuvo la relacién entre PKCz y el
control de carga para poder ajustarla con respecto al promedio de la relacion PKCz/ 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.

Tabla 2. Condiciones probadas inicialmente para el Western blot (WB) de PKCz total.

WB1 WB2 WB3 WB4 WB5
Proteinas totales 50 50 50 50 50
cargadas en el gel (png)
Anticuerpo anti PKCz 1:200 1:500 1: 1500 1:1000 1: 1250

Anticuerpo secundario 1:60 000 1:40 000 1:60 000 1: 50 000 1: 60000

Gel de poliacrilamida al 8%
Tiempo de electroforesis: 3 h
Bloqueo: Leche descremada 1%
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Finalmente, las condiciones ideales para la detecciéon de PKCz total se describen en la tabla
3.

Tabla 3. Condiciones para la deteccion de PKCz total.
Proteina Proteinas Anticuerpo Anticuerpo  Gel de poliacrilamida al 8%
totales cargadas Primario secundario  Tiempo de electroforesis: 3h

en el gel (ug) Bloqueo: Leche descremada 1%
PKCz total 1:1250 1:60 000

6.8 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media + error estandar. Los datos se analizaron por un
analisis de varianza (ANOVA) de comparaciones multiples con el programa PRISM® 4.00
(GraphPad) y una prueba post-ANOVA de Newman-Keuls para identificar las diferencias

significativas utilizando un valor de p < 0.05.

7 RESULTADOS
7.1 Caracterizacion del EST
Fenoles totales e inactivacion del radical superéxido

Los valores de absorbancia de cada una de las diluciones del EST se interpolaron en una
curva patrén de acido galico. EI EST present6 un alto contenido de estos compuestos (1.2

0.027 mg eq ac. galico /mggsr).

Asi mismo, se evalué la capacidad antioxidante del EST mediante la inactivacién del radical
superoxido usando el sistema generador xantina-xantina oxidasa y su acoplamiento para
generar formazan a partir de nitroazul de tetrazolio (Figura 8). Se obtuvo una Clsg de 30.7
pMg/mL, lo que demuestra una buena capacidad antioxidante si lo comparamos con otros
antioxidantes comunmente utilizados como el acido ascoérbico cuya Clsy es de 66 ug/mL
(Cruz-White, 2007).
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Figura 8. Curva de inactivacion del radical superoxido a diferentes concentraciones del EST. Cl5,=30.70
Mg de eq. de acido galico/ml.

7.2 Curva de peso corporal

A lo largo del protocolo se registré el peso corporal como indicador de la condicion fisica de
los animales (Figura 9). El grupo control presenté un crecimiento normal caracteristico de
una rata sana, al igual que el grupo E, lo que nos indica que no hubo efectos antinutricionales
por parte del extracto en las ratas. En el grupo D se observé una disminucion del peso
corporal después de la administracién de este iniciador tumoral; sin embargo, el crecimiento
se recupera pocos dias después siendo similar al del grupo control, aunque el valor del peso
al final del estudio siguio siendo menor. En cambio, los grupos F, D+F y E+D+F presentaron
un crecimiento menor que el grupo control, lo que refleja un detrimento en la salud de las

ratas.
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Figura 9. 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, el crecimiento se recupera pocos dias después
aunque el valor del peso al final del estudio siguié siendo menor al del grupo control. En cambio, los
animales de los grupos tratados con el carcinégeno FeNTA retardaron su crecimiento y el extracto no
fue capaz de proteger. * diferencias significativas vs grupo control y ¢ diferencias del grupo D respecto
a los otros grupos. Cada punto representa la media * EE (p<0.05)

7.3 Observaciones macroscépicas de los rifiones

En la figura 10 se presentan imagenes representativas de la apariencia macroscopica de los
rinones extraidos al final del protocolo. Como se puede observar, en los rifiones
representativos del grupo C hay una apariencia sana y tamafio normal, este apariencia
también se observd en los grupos E y D. En cambio, los riflones de los grupos F, D+F y
E+D+F presentan una coloracion palida en la corteza y una médula irritada, asi como la

presencia de un proceso inflamatorio.
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Figura 10. Fotografias representativas de la apariencia macroscépica de los rifiones del grupo control y
grupos tratados con FeNTA obtenidos al final del protocolo de un mes de tratamiento con FeNTA. EI
rinon del grupo control muestra un tamafo y apariencia sana, en cambio, los riiones de los grupos
tratados con FeNTA muestran una corteza palida y la médula irritada, asi como un proceso inflamatorio.
Los rifones de los grupos D y E presentaron una apariencia similar a la del grupo control (imagenes no
mostradas).

7.4 Funcion renal

Con la finalidad de determinar si los tratamientos aplicados inducian alteraciones en la
funcién renal, se analizaron los valores de BUN. Como se observa en la figura 11, no se

presento falla en la funcion renal en ninguno de los grupos de estudio.

. C
- ——
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n= 5 7 7 6 8 7

Figura 11. Niveles de BUN como marcador de la funcién renal. Ningin grupo presenté alteraciones. Las
barras representan la media * EE.

7.5 Niveles de expresion de PKCz total.
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e PKCz total

Con la finalidad de conocer el estatus de PKCz total, se monto la técnica de Western blot
para la deteccion de esta proteina. En el panel A de la figura 12 se observa una
autorradiografia representativa de la banda de correspondiente a PKCz total, en donde se
nota claramente un aumento en sus niveles en los grupos F, D+F y E+D+F. En la parte
inferior del panel se muestra la banda inespecifica que se utilizé6 como control de carga para
la correccion de los valores de PKCz. En el panel B se presentan los valores del analisis
densitométrico para la deteccion de PKCz total. Como se puede observar, hay un aumento
en los niveles de PKCz en los grupos F, D+F y E+D+F, sin embargo, solo los grupos D+F y
E+D+F presentan diferencia significativa respecto al grupo control. Entre estos dos grupos no
hay diferencia significativa, lo que sugiere que el EST, con el esquema de tratamiento
utilizado, no fue capaz de proteger contra este aumento. En el caso del grupo F, que no se
presentod diferencia estadistica con el grupo control, tampoco fue significativamente diferente
de los grupos D+F y E+D+F, lo que indica que si hay un aumento en los niveles de PKCz,

pero que este aumento es menor que en esos grupos.
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Figura 12. (A) Imagen representativa de un Western blot para la deteccién de PKCz y control de carga.
(B) Analisis densitométrico del Western blot para la deteccion de PKCz ajustado contra el control de
carga y comparado contra el grupo control. Cada barra representa la media * EE de n muestras. (*)
Diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos C, E y D con un valor de p <0.01. En los
grupos F, D+F y E+D+F se observa un incremento en la expresion de PKCz total. Los grupos D+F y
E+D+F presentan diferencia significativa respecto a los grupos control. En cambio, no existe diferencia
significativa entre el grupo D+F y E+D+F, lo que sugiere que el extracto no fue capaz de disminuir esa
sobreexpresion. URD: unidades relativas de densitometria.
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8 DISCUSION DE RESULTADOS

Se obtuvo un EST con un alto contenido de polifenoles (1.2 + 0.027 MQeq. Ac. Galico/MJEST)
ademas de una buena capacidad de inactivacion del radical superéxido in vitro (Clso de 30.70
M3 eq de 4c. GalicoML). Esta capacidad antioxidante es incluso mayor que, por ejemplo, la de la
vitamina C que presenta una Clsp= 120 ug/mL determinada en las condiciones de trabajo de
nuestro laboratorio (Cruz-White, 2006). EI EST no mostré un efecto antinutrimental ya que las
ratas del grupo E presentaron un crecimiento similar al del grupo control y no se observaron
alteraciones en la apariencia general de la salud de los roedores a lo largo del protocolo con
la dosis administrada (100mggt/kg/dia). Esto es importante, ya que existen reportes de que la
administracion de dosis altas de algunos extractos polifendlicos pueden tener efectos
prooxidantes y antinutrimentales (Zhang et al., 1997, Galati et al., 2004; Cruz-White, 2006).
En cambio, el DEN si ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento de los animales, pero
ese efecto no se mantiene a lo largo del protocolo, sino que poco después de su
administracion, los animales ya muestran un crecimiento normal, aunque no alcanzan el peso
del grupo control al final del estudio. Por otra parte, el FENTA provocd un retraso en el
crecimiento de los animales que se mantuvo a lo largo del protocolo, o que nos indica que el

carcinégeno repercute en la salud de los animales.

En cuanto a la apariencia macroscopica de los rifiones, se observd que tanto el grupo
control, como los grupos E y D presentan una apariencia general normal. En cambio, los
rinones de todos los grupos tratados con FeNTA muestran corteza palida, médula irritada e
inflamacion. A pesar de este dafio macroscopico evidente, no se observaron alteraciones en
la funcion renal expresada como BUN. Esto difiere a lo observado en estudios de tratamiento
agudo con FeNTA, donde se induce necrosis renal y un dafio notorio en la funcion renal en
las primeras 48 horas después de su administracion (Cruz-White, 2006; Davalos-Salas,
2006; Torres-Martinez, 2007; Tanaka et al., 2008). La ausencia de alteraciones en los niveles
de BUN coincide con lo que se ha observado en el CCR humano, en el cual no se presenta
insuficiencia renal durante su desarrollo, lo que dificulta su diagnéstico oportuno (Nelson et
al., 2007). Lo anterior, junto con la presencia de alteraciones moleculares y displasia
observadas previamente en nuestro laboratorio, sugieren que el esquema de tratamiento

presentado en el este trabajo podria representar una etapa temprana del desarrollo de CCR.
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El incremento en los niveles de PKCz total es una alteracion molecular que se ha relacionado
con varios procesos alterados en CCR humano que incluyen: mitogénesis, supervivencia
celular y angiogénesis (Berra et al., 1993; Pal et al., 1998; Chou et al., 1998). Nuestros
resultados muestran un aumento de los niveles de PKCz en el grupo D+F, lo que sugiere la
posible participacion de esta enzima en el proceso de carcinogénesis renal. Este aumento en
los niveles de PKC coincide con lo reportado en lineas celulares de CCR humano, en las
cuales se vincula a PKCz con la sobreexpresion de VEGF, el cual podria estar relacionado
con la alta vascularizacion de estos tumores (Pal et al., 2001).

Ademas, en el grupo D+F de un tratamiento cronico se observd que el DEN disminuye el
tiempo para la formacion de tumores asi como un aumento en su incidencia (Athar et al.,
1998; Vargas-Olvera, 2009). Tomando en cuenta nuestros resultados, en el grupo D+F el
DEN tiene un comportamiento similar al observado en un tratamiento crénico, ya que
exacerba el efecto del FeNTA solo, lo que sugiere que el DEN disminuye el tiempo para la
aparicion de la alteracion en los niveles de PKCz total.

Con respecto a los demas grupos, los roedores tratados solamente con EST y DEN no
presentaron alteraciones en los niveles de PKCz respecto al grupo control.

En el grupo F se observa un aumento en los niveles de PKCz; sin embargo, no presenta
diferencia significativa respecto al grupo control, pero tampoco contra el grupo D+F, esto
sugiere un aumento parcial en los niveles de la enzima. Se ha reportado que en un
tratamiento crénico con FeNTA, los rifilones del grupo F presentan la formaciéon de tumores
(Toyokuni et al., 1994), lo cual nos lleva a pensar que si se continla el tratamiento con
FeNTA podria haber un aumento significativo en los niveles de PKCz en este grupo.

El grupo E+D+F presenta un aumento significativo de los niveles de PKCz total respecto al
grupo control. Ademas, entre este grupo y el grupo D+F no existe diferencia significativa, lo
que sugiere que el EST no es capaz de contrarrestar el incremento en los niveles de PKCz
con el esquema de tratamiento utilizado. Como se mencion6é anteriormente, en un
tratamiento cronico con FeNTA se desarrolla CCR, y el EST, con el mismo esquema de
tratamiento utilizado en la presente tesis, es capaz de disminuir la incidencia y retardar el
grado de avance de los tumores (Vargas-Olvera, 2009). Esto sugiere que el efecto observado
por el EST en un tratamiento crénico no es a través de la modulacion de los niveles de PKCz

total o a menos que module estos niveles a otro tiempo.
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En el presente trabajo se demuestra por primera vez el aumento en los niveles de PKCz total
en una etapa preneoplasica. Este hallazgo es importante, ya que en etapas tempranas el
cancer puede ser contenido e incluso curable, por lo que en un futuro PKCz podria ser un

buen candidato como blanco terapéutico y/o de diagndstico.
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9 CONCLUSIONES
Se monté un protocolo de tratamiento subcréonico con FENTA, que podria representar
una etapa temprana en el desarrollo de CCR por FeNTA, en el que se observa un
aumento en los niveles de PKCz total, el cual podria estar vinculado con la
malignizacion de células renales.
El EST no es capaz de proteger contra las alteraciones observadas con el esquema

de tratamiento utilizado.
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10 ANEXOS

10.1 Cuantificacion de fenoles totales

- Soluciones

Carbonato de sodio 1 M (Na,CO3). Se pesaron 26.5 g de Na,COsj, disolver en agua

destilada y aforar a 250 ml.

Estandar de acido galico para la curva patron [10 mg/ml]. Se pesaron 50 mg de acido

galico y disolver en metanol al 50% en agua destilada.
Folin 2N. Hacer una dilucion 1:10 v/v de Folin 2N en agua destilada.

- Preparacién de las muestras

Para la determinacion de fenoles totales del EST, las diluciones se realizan a partir de una
solucion stock de concentracién baja (3 mg/mL) (solucién stock 1) y otra con concentracion
alta ( /mL) (solucién stock 2). La preparacién de estas dos soluciones abarca un rango mas
amplio de concentraciones, lo que permite cuantificar de manera confiable la concentracion

de los fenoles en el EST.

- Solucién stock 1 de EST

0.015 g de polvo de extracto se disuelven en 5 ml de agua y se realizan las diluciones de la
tabla 4.

Tabla 4. Diluciones de la solucion stock 1 de EST.

Dilucién EST (uL) Agua (L)
1:20 50 950
1:50 20 980
1:100 10 990

- Solucion stock 2 de EST

0.08g de polvo de extracto se disuelven en 5 ml de agua y se realizan las diluciones de la
tabla 5.

31




Tabla 5. Diluciones de la solucién stock 2 de EST.

Dilucién EST (pL) Agua (pL)
1:100 10 990
1:200 5 995
1:250 4 996

-  Procedimiento

A 50 pL de estandar de acido galico (10 mg/mL), agua (blanco), o diluciones de EST
preparadas de acuerdo a las tablas 4 6 5 se les agregan 400uL de carbonato de sodio 1M y
500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau 2N (1:10). Las lecturas se realizan en un
espectrofotometro a 765 nm 15 minutos después de adicionar el Folin. La concentraciéon de
los fenoles totales del extracto se calcula interpolando la absorbancia obtenida de cada
dilucion en la curva patron de acido galico que se describe en la tabla 6 y los resultados se

expresan en g eq. de acido galico/ML de extracto.

Tabla 6. Concentraciones de acido galico en la curva patron para la cuantificacion de fenoles
totales.

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

10.2 Inactivacién del radical superéxido

- Soluciones

Xantina 0.3 mM. Se pesaron 0.0228g de xantina, se agregaron 5 ml de bicarbonato de sodio

400 mM y se aforaron a 500ml con agua destilada.
EDTA 0.4 mM. Se pesaron 0.1117 g de EDTA y se disolvieron en 500 ml de agua destilada.

Nitro azul de tetrazolio (NBT) 150 pM. Se pesaron 0.0368 de NBT y se disolvieron en 300
mL de agua destilada.
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Na,CO; 400 mM. Se pesaron 21.2 g de Na,COj y se disolvieron en 500 mL de agua
destilada.

Albumina sérica bovina 0.1% (ASB). Se pesaron 0.25 g de albumina y se disolvieron en

500 mL de agua destilada.

Amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Se pesaron 1.0524g de KH,PO4 y 0.6745g de

NayHPO, y se disolvieron en 250 mL de agua destilada.

Sulfato de amonio 2M. Se pesaron 66 g de sulfato de amonio y se aforaron a 250 mL con

agua destilada.

Xantina oxidasa 168 U/l. Se parte de un lote de 0.09 U/mg de sdlido. Se pesaron 1.75 mg

de xantina oxidasa y se disolvieron en 1 mL de sulfato de amonio 2 M.

Cloruro de cobre 0.8mM. Se pesaron 0.07g de CuCl, *2H,0 y se disolvieron en 500 mL de

agua destilada.

- Preparacién de muestras

Las diluciones del extracto polifendlico se realizan como se indica en la tabla 7 a partir de las
soluciones stock mencionadas en la seccion 10.1. La preparacién de estas dos soluciones
stock permite cubrir todo el rango para expresar el porcentaje de inactivacion del radical

superoxido en funcién de concentracion de fenoles totales presentes en el extracto.

Tabla 7. Diluciones del extracto polifendlico a partir de las soluciones stock 1y 2 para la
determinacion de la inactivacion del radical superoxido.

Diluciones Agua (pL) Extracto polifenodlico (pL)

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
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-  Procedimiento

Para cada determinacion se agregan 815 pL de la mezcla de reaccion descrita en la tabla 8 y
se afaden los reactivos como se indica en la tabla 9, preparando un C-100%, un blanco
problema y un problema por cada dilucion de extracto polifendlico. Los tubos se incuban 15
minutos en un bafo a 27°C (el tiempo de incubacién se contabiliza desde que se agregan los
reactivos de manera simultanea en el primer tubo). Se detiene la reaccion con 330 ul de
cloruro de cobre, y finalmente se realiza la cuantificacion a 560 nm. Los resultados se
expresan como porcentaje de inactivacion del radical superdxido en funcién de la cantidad de

fenoles totales presentes en 165ul de muestra para cada una de las diluciones utilizadas.

Tabla 8. Mezcla de reaccion.

Reactivo Volumen
Xantina 0.3 mM 30 mL
EDTA 0.4 mM 15mL
NBT 15 mL
Na,C0;400 mM 9mL
Albumina sérica bovina 0.1% 4.5 mL
Total 73 mL

Tabla 9. Reactivos adicionados para cada dilucion de extracto polifendlico en la
determinacién de la capacidad de inactivacion del radical superoxido.
C-100%* 165 pl de amortiguador de 20 pL de Xantina Oxidasa

fosfatos
Blanco problema 165 L de diluciéon de EST 20 pL de amortiguador de
fosfatos
Problema 165 uL de diluciéon de EST 20 pL de Xantina Oxidasa

*C-100%= cantidad maxima de radical superoxido generada por el sistema xantina-xantina
oxidasa.
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10.3 Preparacion de nitrilotriacetato de hierro (FeNTA)

NaHCO; 120 mM. Se disolvieron 0.504 g de NaHCO3; en 40 mL de agua desionizada y se
aforaron a 50 mL.

Nitrato de hierro Fe(NO3)s;*» 9H,0 160 mM. Se disolvieron 0.646 g de nitrato de hierro y se
aforaron a 10mL con NaHCO3 120 mM.

Nitrilotriacetato de sodio Na;NTA 320 mM. Se disolvieron 1.88 g de Na;NTA en 25 mL de
solucion de NaHCO3; 120 mM.

Para preparar 30 mL de solucion de FeENTA se mezclan 10 ml de nitrato de hierro 160 mM
con 20 mL de nitrilotriacetato de sodio3 20 mM, con agritacion constante y suave. Con la
finalidad de ajustar el pH a 7.4 se agregan 0.2 g de bicarbonato de sodio. Durante el
desarrollo del ensayo se debe de ajustar el pH de la solucién. Esta solucion debe protegerse
de la luz.

10.4 Evaluacion de la funcion renal.

La determinacién de la urea se realiz6 mediante un estuche comercial Urea-37 de la marca
SPINREACT (Girona, Espana), el cual se basa en la reacciéon de la urea con el o-ftaldehido
en medio acido para formar un compuesto colorido que absorbe a 510 nm. Los resultados se
expresan como mg BUN/dL de suero.

10.5 Cuantificacion de proteinas totales por el método de Lowry

a) Preparacion de soluciones para el método de Lowry

e Acido tricloroacético 10% (TCA). Se pesaron 10g de TCA y se disolvieron en 100 ml
de agua destilada.

e NaOH 0.1M. Se pesaron 0.4 g de NaOH y se aforaron a 100 ml con agua destilada.

e Albumina sérica bovina 0.05% (ASB). Se disolvieron 50 mg en 100 mL de agua
desionizada

b) Solucion A

e Na,CO; al 2%. Se disolvieron 20 g en 1000 mL de agua destilada.

e NaOH al 0.4%. Se disolvieron 4g en 1000 mL de agua destilada.

e Tartrato de sodio al 0.02%. Se disolvieron 0.2 g en 1000 mL de agua destilada.

c) Solucion B

e CuSO0, al 0.5%. Se disolvieron 0.5g en 100 mL de agua.
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d) Solucién C
Se prepara al momento del ensayo y se obtiene mezclando la solucion A y solucion B en una
proporcion 50:1

e) Soluciéon D
Se prepara al momento del ensayo y se obtiene diluyendo el reactivo de Folin — Ciocalteau

(Sigma F-9252) en agua destilada en una proporcién 1:2.
- Procedimiento

Antes de llevar a cabo la cuantificacion de proteinas se realizaron diluciones de los
sobrenadantes obtenidos de los homogenizados de los tejidos. La dilucidon utilizada fue

1:150, usando agua destilada como diluyente.

Para el ensayo se colocan 200 uL del homogenizado diluido o estandar de ASB al 0.05% en
tubos de ensayo 12 x 75 mm; posteriormente se les afiade 1 mL de la solucion C y se agitan
e incuban durante 10 min. Transcurrido ese tiempo se agregan 100 yL de solucién D con
agitacion simultanea y se incuban durante 30 min. Se determinan las absorbancias en el
espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda Bio 10) a 660nm. La concentracion de las proteinas
se calcula interpolando la absorbancia obtenida en la curva patrén de la ASB (Tabla 10) y los

resultados se expresan en mg de proteina/mL.

Tabla 10. Curva patron de albumina sérica bovina (ASB) al 0.05%

ASB al 0.05% H,O (uL) [ASB] final
(uL) (ug/0.2 mL)
1 0 200 Blanco

2 10 190 5
3 20 180 10
10.64 30 170 15
10.75 50 150 25
10.8 6 70 130 35
7 100 100 50
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10.6 Electroforesis

10.6.1 Preparacion de los geles para electroforesis

1.

= © o N o o

Se preparan geles SDS-poliacrilamida al 8% a partir de una solucion de acrilamida al
30% con agitacion suave.

Se vacian 5 mL de la mezcla en los moldes, llenando hasta 1.5 cm del tope, éste gel
sera llamado gel de resolucion.

Se afiaden 150 pL de isopropanol para eliminar las burbujas de la superficie del gel de
resolucion y se deja polimerizar durante 20 min.

Se elimina el isopropanol por decantacién y se realizan 3 lavados con agua desionizada para
eliminar la acrilamida no polimerizada.

Se elimina el exceso de humedad con papel filtro Whatman.

Se prepara una segunda mezcla de acrilamida al 5% y colocarla sobre el gel de resolucion.

Se coloca el peine evitando hacer burbujas.

Se dejan polimerizar 15 minutos (éste gel sera llamado gel concentrador).

Se quitan con cuidado los peines y lavar con agua para eliminar la acrilamida no polimerizada.

0.Se colocan cuidadosamente los geles en una camara de electroforesis con amortiguador de

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

10.6.2 Preparacion de las muestras

1.

Se coloca un volumen de muestra correspondiente a 50 ug de proteina en un tubo
eppendorff.
Se coloca el mismo volumen de buffer desnaturalizante (Tris HClI 50 mM pH=6.8, B-

mercaptoetanol 1%, SDS 1%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%)

3. Se mezcla suavemente.

4. Se colocan los tubos en agua hirviendo durante 4 min.

5. Se colocan las muestras de hielo durante 2 min y después cargar las muestras en el

gel concentrador.

6. Se corren los geles a 90 mV durante 3 h en una camara de electroforesis (BIO-RAD)

7. Se desmontan los moldes y retirar los geles con mucho cuidado.

8. Se elimina el gel concentrador y colocar el gel de resolucién en amortiguador de

transferencia durante 10 min para su preparacion para la transferencia a membranas
de PVDF.
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10.7 Transferencia a membrana de fluoruro de polivinilo (PVDF)
1. Se recortan las membranas (IMMOBILON, Millipore) con dimensiones de 9x8 cm.

2. Minutos antes de terminada la electroforesis se acondicionan las membranas para la

transferencia como se indica en seguida:

e Se sumergen 5 min en metanol.

e Posteriormente y evitando que las membranas se sequen, se elimina el metanol
sumergiendo las membranas en agua durante 2 min.

e Se retiran las membranas del agua y se colocan en amortiguador de transferencia
(Tris base 25 mM, glicina 190 mM, metanol 10%, pH=8.3) durante 10min.

3. La transferencia semi seca se realiza en el equipo (Transblot SD Semidry transfer cell,
BioRad) y se monta de la siguiente manera:

e Se coloca un papel filtro Whatman (previamente humedecido en amortiguador de
transferencia) sobre el anodo del equipo.

e Se coloca la membrana sobre el papel filtro cuidando que la membrana no se
seque y evitando la formacion de burbujas.

e Se coloca el gel sobre la membrana.

e Se coloca un segundo papel filtro y se eliminan las burbujas.

e Se coloca el catodo del equipo cuidando que el sistema haya cerrado bien.

e La transferencia se corre durante 1h y media a 70 mA/gel.

4. Minutos antes de que termine la transferencia se prepara el amortiguador de bloqueo
con leche descremada al 1% en PBS-Tween (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM; Na,HCO;
100 mM, KH2,CO3 2 mM, Tween 0.1%, pH=7.4).

5. Terminada la transferencia se retiran las membranas y se colocan en 5 mL de
amortiguador de bloqueo durante 1 h con agitacion constante.

6. Minutos antes de que termine el bloqueo se preparan 5 mL de la dilucion del
anticuerpo primario en PBS-Tween para cada membrana (la dilucion depende de la
proteina a detectar) (ver tablas 2 y 3).

7. Terminado el tiempo de bloqueo se elimina el amortiguador de bloqueo y se colocan 5
mL de anticuerpo primario y se deja en agitacion constante durante 16 h a 4 °C.

8. Posteriormente se retira el anticuerpo primario y se hacen 3 lavados de 15 min c/u a

las membranas con PBS-Tween.
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9. Antes de terminar el ultimo lavado se prepara la dilucién del anticuerpo secundario con
PBS-Tween (el tipo de anticuerpo y la dilucion depende de la proteina a detectar).

10.Una vez terminado el ultimo lavado, se retira el PBS-Tween y se coloca el anticuerpo
secundario. Se deja incubando durante 1 h con agitacién constante.

11.Posteriormente se retira el anticuerpo secundario y las membranas se lavan 3 veces

con PBS durante 15 min cada uno.
10.8 Deteccion de proteinas

1. Se preparan 400 uL del sustrato de deteccion para cada membrana (IMMOBILON,
Millipore) evitando su exposicion a la luz y se deja a temperatura ambiente durante 30 min.

2. Enla oscuridad se recortan las placas de rayos X del mismo tamafio que las membranas.
3. En la oscuridad se colocan las membranas en el cassette de deteccion.

4. Se colocan 400 pL del sustrato de deteccién (luminol y H20;) (Millipore Immobilon
™western Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) sobre la
membrana (lado que contiene las proteinas), posteriormente se coloca un acetato para

distribuir uniformemente el sustrato de deteccion (eliminando las burbujas que se formen).

5. Posteriormente, se expone una placa de rayos X encima de la membrana durante 30

segundos (este tiempo depende de la proteina a detectar)
10.9 Revelado de las placas de rayos X

1. Transcurrido el tiempo de exposicidén se retira la placa de rayos X (Kodak Biomax Light
film) y se coloca en la solucién reveladora con agitacion constante hasta la aparicion de la

banda.

2. Se retira la placa de la solucién reveladora (Kodak GBX). Se enjuaga suavemente con

agua corriente y se coloca en solucion fijadora (Kodak GBX ).
3. Se agita suavemente durante 3 minutos y se pasa a un recipiente con agua corriente.

4. Se dejan secar las placas a temperatura ambiente. Posteriormente se digitalizan y se

analizan con el programa de Image J (Broken Symmetry Soft).
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