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I. ANTECEDENTES 
 

1.1 CARCINOMA DE CÉLULAS RENALES (CCR) 

 
El carcinoma de células renales (CCR) es el cáncer renal más común, ya que representa el 90% de todas 

las neoplasias del riñón, es uno de los tipos de cáncer urológico más letales y constituye alrededor del 3% de 

todas las neoplasias en adultos (Shaw, et al., 2016). En el 2008 se presentaron 271,000 casos en el mundo, de 

los cuales 116,000 murieron a causa de este padecimiento (Escudier, et al., 2013), y en las últimas tres décadas 
se ha reportado un aumento en la incidencia cada año en Europa y Estados Unidos (Ferlay, et al., 2008; 

Ljungberg, et al., 2011), presentándose con mayor frecuencia en pacientes entre los 75 y 84 años de edad y con 

una relación hombre/mujer (3:2) (Siegel, et al., 2012).  

 

El diagnóstico del CCR en etapas tempranas es difícil ya que es asintomático, y la clásica triada 

(hematuria, dolor y palpación de una masa en el flanco) sólo se presenta en el 6-10% de los casos, lo cual ocurre 

generalmente en etapas avanzadas de la enfermedad (Vogelzang, et al., 2000; Corgna, et al., 2007). Por esta 
razón, aproximadamente el 40% de los casos de CCR se diagnostican incidentalmente, o bien en etapas muy 

avanzadas. De hecho, se ha estimado que el 33% de los pacientes con CCR presentan metástasis en el momento 

del diagnóstico (Bielecka, et al., 2014) y que tienen una tasa de supervivencia de 12 meses (Campbell, et al., 

2003). Más aún, los pacientes que han sido diagnosticados y tratados oportunamente tienen un alto índice de 

recurrencia (Cohen, et al., 2005).  

 

La detección de esta neoplasia usualmente se da accidentalmente mediante técnicas de imagenología, 

que con frecuencia se utilizaron para analizar otro tipo de padecimientos no relacionados; incluso, el CCR se ha 
encontrado accidentalmente en el 1.5% de las autopsias realizadas en Estados Unidos (Steven, et al., 2005). 

Además de la clásica triada, los pacientes pueden presentar otros signos y síntomas en etapas avanzadas de la 

enfermedad siendo los más comunes hipertensión, caquexia, fatiga, pérdida de peso, fiebre, neuromiopatías, 

amiloidosis, índice de sedimentación globular elevado, anemia, anormalidades en pruebas de función hepática 

(síndrome de Stauffer), hipercalcemia y policitemia (Corgna, et al., 2007). Estos síntomas sistémicos pueden 

deberse a metástasis o eventos paraneoplásicos (Chow, et al., 2000), los cuales se encuentran aproximadamente 

en el 10-40% de los pacientes y están relacionados con la secreción de proteínas como la hormona paratiroidea, 

renina, eritropoyetina (EPO), gonadotropinas, lactógeno placentario, interleucina 6 e insulina (McDougal, et al., 
2000; Nelson, et al., 2007). Los eventos paraneoplásicos se asocian usualmente con metástasis, aunque también 

se ha visto que pueden presentarse en pacientes con CCR localizado. Los órganos más comúnmente afectados 

por metástasis del CCR son pulmones, huesos, cerebro, hígado y glándulas adrenales, pero también se han 

reportado casos de metástasis en piel y órganos reproductores masculinos (Corgna, et al., 2007). 

 

 



M. en C. Chabetty Yadira Vargas Olvera 

2 �  
 

 

1.1.1 Etiología y factores de riesgo 

La etiología del CCR aún permanece sin elucidarse; se han asociado diversos factores de riesgo con el 

desarrollo de esta neoplasia, sin embargo, hasta el momento ninguno de ellos se ha considerado como factor 

etiológico definitivo. Entre los principales factores de riesgo que se han identificado son el tabaquismo, la obesidad 

y la hipertensión, y todos ellos están relacionados con la inducción de estrés oxidante (Ferlay, et al., 2006); no 

obstante, se requiere mayor investigación sobre los efectos de estos factores y los mecanismos implicados en el 

desarrollo de este cáncer. 

 

La gran mayoría de los casos de CCR ocurren de manera esporádica (96%) y sólo en una pequeña 
proporción la neoplasia está ligada a enfermedades hereditarias (4%) como por ejemplo, los síndromes de von 

Hippel-Lindau (VHL), Birt-Hogg-Dubé (BHD), el carcinoma renal papilar hereditario (HPRCC), la leiomiomatosis 

hereditaria (HLRCC), el cáncer familiar asociado a la succinato deshidrogenasa (SDH-RCC) y la neoplasia 

asociada al complejo de esclerosis tuberosa (TSC) (Rosner, et al., 2009); sin embargo, la mayor parte del 

conocimiento actual acerca de los genes que predisponen al desarrollo de CCR (VHL, FLCN, MET, FH, SDH, 

TSC1 y TSC2) se derivó originalmente del estudio de estas enfermedades y posteriormente se encontraron 

cambios similares en el cáncer renal esporádico (Pavlovich, et al., 2004; Linehan, et al., 2010).  
 

1.1.2 Clasificación histológica 

El CCR es considerado como un grupo diverso de tumores epiteliales en el riñón, cada uno caracterizado 

por una histología distinta. En las últimas décadas, el consenso en la clasificación de los diferentes subtipos 

histológicos ha sido el resultado tanto de evaluaciones morfológicas, histológicas y citogenéticas como 

moleculares. En la primera clasificación acordada en Heidelberg en 1996, se definieron tres subtipos histológicos 
principales con base en sus características morfológicas únicas: células claras (CCRcc), papilar (CCRp) tipo I y 

II y cromófobo (CCRch) representando el 90-95% de los casos de CCR, además de algunos subtipos presentados 

con menor frecuencia como el CCR de ducto colector (<1%) y no clasificado (4%) (Kovacs, et al., 1997) (Figura 

1).  

 
 

 
                                               
                                   
 

                           Células claras                                   Papilar tipo I                                  Papilar tipo II  
 

 

 

 
                                                                Cromófobo                                     Ducto colector  
Figura 1. Imágenes con tinción H&E de los subtipos histológicos de CCR de acuerdo a la clasificación de Heidelberg (1996) (Srinivasa, 
et al., 2006; Mancini, et al., 2008). 
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Posteriormente, la clasificación propuesta por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2004, 

representó un cambio significativo a la clasificación anterior, enfatizando la heterogeneidad del CCR al incorporar 

las características genéticas a las características morfológicas. Esta clasificación incluye, además de los subtipos 

ya mencionados, subtipos encontrados con menor frecuencia como: el carcinoma renal asociado con 
neuroblastoma, el carcinoma asociado a la translocación Xp11, el carcinoma de células mucinosas, tubulares y 

fusiformes, el CCR de células claras multilocular quístico y el carcinoma medular renal (Figura 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                           Asociado con                               Células mucinosas                            Asociado a la  
                          neuroblastoma                          tubulares y fusiformes                     translocación Xp11 
 
                                            

 

 

 

 

                                                          Medular                                     Multilocular quístico 
 
Figura 2. Imágenes de los subtipos histológicos de CCR incorporados por la OMS en el 2004 a la clasificación de Heidelberg (1996) 

con tinción H&E (OMS, 2004; Srinivasa, et al., 2006; Mancini, et al., 2008).  
 

 

Estas 10 entidades han representado los subtipos más comunes encontrados en la clínica, sin embargo, 

la Sociedad Internacional de Patología Urológica (ISUP) en Vancouver (2012), haciendo una revisión más 

exhaustiva, propuso 5 subtipos malignos de CCR adicionales: CCR tubuloquístico (TC-RCC), CCR asociado a la 

enfermedad quística adquirida (ACKD-RCC), CCR papilar (túbulo) células claras (CCP-RCC), CCR asociado a la 

translocación familiar de microftalmia (MiT-RCC) y CCR asociado al síndrome de leiomiomatosis hereditaria (HL-

RCC), así como nuevas entidades tumorales emergentes: CCR folicular tipo tiroideo (TLF-RCC), CCR asociado 
con la mutación succinato deshidrogenasa B (SDBH-RCC) y CCR asociado con la translocación cinasa linfoma 

anaplásico (VCL_ALK-RCC) (Srigley, et al., 2013) (Figura 3). Lo importante de esto es que se ha visto que los 

subtipos histológicos de CCR al asociarse con diferentes alteraciones moleculares, tienen una presentación 

clínica única así como respuesta diferente a las terapias, por lo que, la elucidación de estas alteraciones, además 

de complementar la clasificación de los subtipos de CCR e incluso eventualmente reemplazar la clasificación 

morfológica, deja más en claro que la caracterización molecular pueda ser crítica para determinar el pronóstico y 

elegir la terapia más adecuada.  
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          Túbuloquístico             Asociado a la enfermedad              Papilar (túbulo)                      Translocación 
                                                        quística adquirida                     células claras              familiar de microftalmia 

  

      

 

 

 

     Asociado al síndrome           Folicular tipo tiroideo      Asociado con la mutación         Translocación cinasa  
de leimiomatosis hereditaria                                             succinato deshidrogenasa B         linfoma anaplásico 

 

Figura 3. Imágenes de los subtipos histológicos de CCR incorporados en la Clasificación de Neoplasias Renales realizada por la 
Sociedad Internacional de Patología Urológica en Vancouver (2012) a las clasificaciones de Heidelberg (1996) y de la OMS (2004);  

H&E (Srigley, et al., 2013).  

 
Ø Carcinoma de células renales de células claras (CCRcc) 

El carcinoma de células claras (CCRcc) es el subtipo histológico que se presenta con mayor frecuencia 

(70-80%), y se cree que proviene de los túbulos proximales (Pavlovich, et al., 2004; Rini, et al., 2009). Aunque 

este subtipo puede presentarse a cualquier edad, afecta comúnmente a los pacientes entre su sexta o séptima 

década con una frecuencia del doble en hombres respecto a las mujeres (Cheville, et al., 2003). En la mayoría 

de los casos, el CCRcc es bilateral y multifocal, y en el 45% se observa invasión de la grasa perirenal y sinusoidal 

y/o extensión a la vena renal (Walsh, et al., 2002). Típicamente, los tumores se presentan como una masa globular 

unilateral bien demarcada con una cápsula fibrosa, la cual comúnmente sobresale de la corteza renal. La 

superficie cortada del tumor presenta una coloración amarillenta debido al alto contenido celular de lípidos como 
colesterol, lípidos neutrales y fosfolípidos (Gudas, et al., 2014). Histológicamente, las células de estos tumores 

se pueden identificar por tener un citoplasma claro o eosinófilo dentro de una red vascular prominente con un 

patrón de crecimiento sólido, alveolar o acinar. Además, se encuentra comúnmente asociada la presencia de 

quistes, necrosis, hemorragia y calcificación (OMS, 2004). Una de las alteraciones más comunes en el CCRcc 

esporádico, es la inactivación del gen supresor de tumores von Hippel-Lindau (VHL), ya sea por mutaciones 

intragénicas esporádicas/adquiridas en una de las copias del gen VHL junto con la pérdida de la copia remanente 

debido a una gran deleción que afecta el brazo corto del cromosoma 3p25-26 humano (34-57%) (Gnarra, et al., 
1994; Brauch, et al., 2000; Schraml, et al., 2002). En otros casos (10-20%), la pérdida de pVHL es consecuencia 

del silenciamiento transcripcional de ambas copias del gen como resultado de una hipermetilación (Kim, et al., 

2004). De este modo, la pérdida de la función de pVHL ocurre en una proporción significativa de los casos de 

CCRcc esporádico llegando a estar presente en el 70-80% (Patrick, et al., 2007). La importancia de pVHL en el 

CCR, es que esta proteína está involucrada en la regulación de diversas vías relacionadas con el ensamblaje de 

la matriz extracelular, regulación del ciclo celular, neovascularización y mecanismos celulares que permiten la 
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adaptación a condiciones de hipoxia (Igarashi, et al., 2002); estas funciones biológicas se analizan más a fondo 

la sección 1.2.1. 

 

Mientras que las mutaciones en el gen supresor de tumores VHL son las alteraciones más prominentes 
en el CCRcc, existen evidencias que sugieren que el papel de este gen en el crecimiento tumoral se manifiesta 

sólo en presencia de otras mutaciones, ya que se ha demostrado en estudios en fibroblastos de ratón y células 

epiteliales renales in vitro, así como en ratones knock out, que la inactivación de VHL únicamente induce 

senescencia y no CCR (Young, et al., 2008; van Rooijen, E, et al., 2010). Así mismo, se ha sugerido que la 

inactivación de VHL conduce a la formación de quistes pero no es suficiente para la transformación maligna 

(Haase, et al., 2005). De hecho, en este subtipo de CCR se ha demostrado la existencia de otras alteraciones en 

genes próximos al de VHL, como la inactivación de la metiltransferasa SETD2, las demetilasas de histonas 

JARID1C (también conocida como KDM5C) y UTX (también conocida como KDM6A), polibromo 1 (PBRM1) y la 
desubiquitinasa BAP1 (Dalgliesh, et al., 2010), todas ellas involucradas en el remodelamiento de la cromatina. 

Entre estas alteraciones, la mutación en PBRM1, gen que codifica para la proteína BAF180 se ha identificado 

como la segunda alteración genética más común en CCRcc esporádico (alrededor del 40% de los casos) (Varela, 

et al., 2011; Bielecka, et al., 2014) y se ha demostrado que la pérdida de esta proteína codificada por el gen 

PBRM1, abate la inducción canónica de p53, uno de cuyos genes blanco, p21, actúa como inhibidor de cinasas 

dependientes de ciclina (Xia, et al., 2008; Burrows, et al., 2010). Por otro lado, el papel de la modificación de las 

histonas en el CCR todavía es poco claro, aunque los niveles de metilación en las histonas H3K4 y H3K27 parecen 

estar asociados con la prognosis del CCR (Ellinger, et al., 2010; Rogenhofer, et al., 2011), sin embargo, el 
significado biológico y clínico de estas modificaciones se desconoce actualmente.  

 

Como se ha señalado, la mayoría de los casos de CCRcc son de origen esporádico, no obstante, los 

pacientes que sufren el síndrome de VHL, ocasionado por la pérdida de la función del gen supresor de tumores 

VHL en el 90% de los casos, están genéticamente predispuestos a desarrollar también este tipo de cáncer. De 

hecho, se ha demostrado que alrededor del 40-60% de los pacientes con la mutación de VHL presentan 

específicamente CCRcc (Lonser, et al., 2003; Bielecka, et al., 2014). Otro de los síndromes en los que se 
desarrolla CCRcc casi de manera exclusiva en pacientes con una edad promedio de 28 años (Bjornsson, et al., 

1996), es la esclerosis tuberosa, la cual es un desorden autosómico dominante causado por mutaciones en los 

cromosomas 9q34 o 16p13.3, en los genes de esclerosis tuberosa TSC1 y TSC2 respectivamente (Rosset, et al., 

2017; Linehan, et al., 2013). Sin embargo, se han reportado también otras histologías en pacientes con TSC 

incluyendo la papilar, cromófobo y oncocitomas (Robertson, et al., 1996; Washecka, et al., 1991). El gen TSC1 

codifica para la proteína hamartina, una proteína que está involucrada en la adhesión celular a través de la 

GTPasa Rho y las proteínas de la familia ezrina-radixina-moesina cuya función es actuar como moléculas de 

unión a filamentos de actina (van Slegtenhorst, et al., 1997). Por su parte, el gen TSC2 codifica para la tuberina, 
la cual puede incrementar la actividad GTPasa y regular algunos miembros de la familia de proteínas Ras 

(Linehan, et al., 2013). En conjunto, estas proteínas forman un complejo por lo que mutaciones en un gen u otro 
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conducen a un fenotipo clínico similar (Hino, et al., 2004; Arai, et al., 2011). Las proteínas del complejo 

TSC1/TSC2 suprimen la actividad de Rheb, una GTPasa pequeña tipo Ras que contribuye directamente a la 

activación del sitio blanco de mamíferos para la rapamicina 1 (mTOR) el cual fosforila reguladores de la traducción 

como S6K (proteína ribosomal fosforilada S6) y 4E-BP estimulando así el crecimiento celular. De esta forma, la 
pérdida de TSC1 o TSC2 conduce a la activación constitutiva de la vía de señalización que induce el crecimiento 

celular compuesta por Rheb, mTOR y S6K estimulando así el desarrollo tumoral (Sato, et al., 2008). 

 

Ø Carcinoma de células renales papilar (CCRp) 

El CCRp, se presenta en el 10-15% de los casos de CCR, y al parecer, también se origina de los túbulos 

contorneados proximales. Los tumores de este subtipo se presentan como una masa bien circunscrita dentro de 

una pseudocápsula y se clasifican, a su vez, en dos variedades histológicas: tipo I y tipo II dependiendo de la 
morfología de las células tumorales que cubren las lesiones papilares (Delahunt, et al., 2001). Los tumores tipo I 

tienen papilas cubiertas por una o dos capas de células pequeñas cuboides con citoplasma escaso y 

frecuentemente con la presencia de agregados de macrófagos espumosos, mientras que en los del tipo II, las 

células están arregladas en forma irregular o pseudoestratificada con gran cantidad de citoplasma eosinófilo, 

núcleos agrandados y nucléolo orangiofílico con halo perinucleolar. El subtipo I se caracteriza por presentar 

tumores multifocales bilaterales con calcificación observada en el 30% de los casos, mientras que los tumores 

del subtipo II frecuentemente son solitarios y unilaterales. Asimismo, los tumores tipo I usualmente son de un 

grado más bajo que los tumores de tipo II. Los pacientes con HPRCC presentan el riesgo de desarrollar CCRp 
tipo 1; el 67% se presenta a una edad promedio de 60 años aunque se han reportado casos de desarrollo 

temprano alrededor de los 19 años (Schmidt, et al., 1999). Este subtipo se ha asociado con mutaciones en el 

oncogen de transición de tejido epitelial a mesenquimatoso met (por sus siglas en inglés) presente en el 

cromosoma 7q31 (Lubensky, et al., 1999). Met es un protooncogen cuya proteína actúa como receptor 

transmembranal con actividad de tirosina cinasa sobre el factor de crecimiento de hepatocitos HGF (por sus siglas 

en inglés) (Schmidt, et al., 1998 y 1999). La mayoría de las mutaciones en la línea germinal conducen a la 

activación de MET independiente de ligando (Kopper, et al., 2006), lo que conduce a la sobreregulación 
autocatalítica de la actividad del receptor, el cual interacciona con varias moléculas transductoras de señales y 

adaptadores como PI3K, pp60src, Gab1 y Grb2, y las respuestas biológicas a la activación del receptor depende, 

entonces, del sustrato que active. Por ejemplo, la vía Grb2-ras está involucrada con el crecimiento celular, 

mientras que la vía Gab1/PI3K está involucrada en morfogénesis y supervivencia celular. Se ha demostrado que 

la interacción de MET con otras proteínas de la superficie celular, incluyendo los receptores tirosin cinasas (RTKs 

por sus siglas en inglés), contribuye a la tumorogénesis y resistencia al tratamiento antineoplásico (Mahtouk, et 

al., 2010).   

 

En el caso del CCRp tipo I esporádico, las mutaciones en met sólo están presentes en una pequeña 

proporción de pacientes (13%), por lo que esta alteración es menos predominante si se compara con el gen VHL 

en el CCRcc (Linehan, et al., 2010). Estas observaciones indican que la tumorogénesis de la mayoría de los 

casos de CCRp esporádico no se induce sólo por las mutaciones en met o por aumento en el número de copias 
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del cromosoma 7, sino que es posible que otros genes estén involucrados en este subtipo histológico. Por 

ejemplo, en el 68% de los pacientes con CCRp se han descrito mutaciones en el proto-oncogen KIT, no obstante 

el papel de KIT en esta patología necesita confirmarse (Lin, et al., 2004). 

El CCRp tipo II se encuentra más comúnmente en el CCR esporádico, sin embargo también se ha 
encontrado en pacientes con leiomatosis hereditaria (15%). Este síndrome es bastante agresivo cuando se 

presenta en pacientes jóvenes (18 años) debido a que este cáncer tiene la capacidad de propagarse aún cuando 

los tumores son muy pequeños. Se ha observado que el 70% de los individuos con este padecimiento fallece 

dentro de los primeros 5 años después de haberse diagnosticado y la metástasis se encuentra presente en el 

50% de los casos. Esta variante no presenta las mutaciones en met observadas en el tipo 1, pero presenta 

mutaciones en la línea germinal del gen que codifica para la enzima mitocondrial del ciclo de Krebs fumarato 

hidratasa (FH) en el cromosoma 1q42.3-q43 (Pfaffenroth, et al., 2008). Estas mutaciones se han encontrado en 

más del 90% de las familias con HLRCC, no obstante, el mecanismo por el cual la mutación de este gen ocasiona 
cáncer todavía no está claro; se sugiere que las mutaciones que inactivan a la FH resultan en una desregulación 

en la conversión de fumarato a malato en el ciclo de Krebs, lo que conduce a un incremento en los niveles de 

fumarato y, como consecuencia, en los niveles de su precursor, el succinato. La elevación de los niveles de 

fumarato inhibe a la enzima prolilhidroxilasa de HIF (PHD) conduciendo a la sobreregulación de HIF y sus genes 

blanco (Pavlovich, et al., 2004), resultando en un aumento del consumo de glucosa y una producción elevada de 

EROs, posiblemente a través de la activación de la NADPH oxidasa mediada por la proteína cinasa PKC- g 

(Sudarshan, et al., 2009). Asimismo, se sugiere que el efecto de la mutación de FH sobre el ciclo de Krebs 

favorece una síntesis excesiva de ácidos grasos que en consecuencia promueve el crecimiento tumoral (Schmidt, 

et al., 1999). Por otra parte, también se ha sugerido la participación del gen myc en la patogénesis del CCRp tipo 

2; en particular, se ha establecido una asociación entre la amplificación del cromosoma 8q y la sobreexpresión 

subsecuente del oncogen myc (Furge, et al., 2007).  

 

Ø Carcinoma de células renales cromófobo (CCRch)  

El subtipo cromófobo (CCRch) se ha encontrado en el 5% de los casos de CCR y se cree que se origina de 

las células intercaladas tipo B del ducto colector (Storckel, et al., 1997). Los tumores no están encapsulados pero 

se encuentran bien circunscritos con una superficie sólida y homogénea de color café claro. Éstos pueden ser 

múltifocales y bilaterales cuyas células son grandes y poligonales con un citoplasma eosinófilo finamente 

reticulado y un núcleo atípico con un halo perinuclear con un patrón de crecimiento sólido, tubular o sarcomatoide. 

Los individuos con el síndrome de Birt-Hogg-Dubé presentan con frecuencia tumores renales múltiples a una 

edad promedio de 50 años al momento del diagnóstico, en particular CCRch en el 33% de los casos, aunque 

también se han identificado los subtipos de células claras (9%), papilar (<2%) y oncocitoma (aprox. 50%) 
(Nickerson et al., 2002; Pavlovich, et al., 2002). Este síndrome se caracteriza por presentar mutaciones en el gen 

FCLN ubicado en el cromosoma 17p11.2 (Nickerson, et al., 2002) como inserciones, deleciones o mutaciones sin 

sentido en más del 90% de los casos. En el CCR esporádico, las mutaciones en FCLN son raras, sin embargo, 

se ha observado la metilación en su promotor, sugiriendo la participación de este gen en la tumorogénesis. Se ha 
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demostrado que la inactivación del gen FLCN que conduce a la degeneración del riñón puede provocar la 

enfermedad renal políquística y la inducción de tumores renales en modelos murinos (Schmidt, et al., 2001; Baba, 

et al., 2006). La proteína que codifica el gen FLCN, la foliculina, induce varios procesos, incluyendo la formación 

de un complejo con los productos de dos genes recientemente identificados FNIP1 y FNIP2 (proteína que 
interactúa con la foliculina 1 y 2), los cuales se enlazan a AMPK (cinasa activada por AMP), un sensor de energía 

y nutrientes que regula a su vez, negativamente a mTOR, el principal controlador de la síntesis de proteínas y 

crecimiento celular (Seung-Beom, et al., 2010; Zoncu, et al., 2011). De hecho, se ha demostrado que la pérdida 

de la función de FCLN está asociada con la actividad de mTORC1 y pS6 durante la génesis de los quistes y la 

tumorogénesis renal (Chen, et al., 2008; Hartman, et al., 2009; Hudon, et al., 2010). Otros estudios, sugieren que 

FLCN puede jugar un papel adicional en la señalización de TGFb y que el aumento en la actividad transcripcional 

de HIF observado en tumores renales asociados con BHD y líneas celulares deficientes de FCLN provoca un 

incremento en la expresión de sus genes blanco incluyendo al transportador de glucosa 1 (GLUT 1) y de la enzima 

piruvato deshidrogenasa cinasa 1 (PDK1), desarrollando de esta forma la dependencia al metabolismo de glucosa 

para producir energía. 

 

Ø Carcinoma de células renales de ducto colector (CCRdc) 

Los tumores del carcinoma de ducto colector, también conocido como carcinoma de Bellini, presentes en 
un porcentaje menor al 1% de los casos, tienen una apariencia firme grisácea, blanca con bordes irregulares, y 

se cree que provienen de los ductos colectores que se encuentran en la médula renal (Rumpelt, et al., 1991; 

Storckel, et al., 1997). Estos tumores se caracterizan por tener células pleomórficas arregladas en túbulos 

irregulares dentro de un estroma desmoplásico. El CCRdc puede presentarse a cualquier edad, aunque tienden 

a presentarse en pacientes entre la cuarta y séptima década con una edad promedio de 55 años. Estos tumores 

son muy agresivos; un tercio de los pacientes presenta metástasis en el momento del diagnóstico y 

aproximadamente dos tercios muere de esta enfermedad a los dos años de haberse diagnosticado (Mancini, et 

al., 2008). Debido a su baja frecuencia, existen pocos estudios sobre este subtipo de cáncer, no obstante, se ha 

demostrado que una de las principales alteraciones encontradas en el HLRCC (la mutación en el gen que codifica 

para la FH) también predispone al CCRdc (Pavlovich, et al., 2004). La presencia de trisomía en el cromosoma 

17, trisomía o tetrasomía del cromosoma 7 o la deleción en el cromosoma 3p en este subtipo pueden diferenciarlo 

de los subtipos CCRp y CCRcc respectivamente. Así mismo, la monosomía del cromosoma 1 podría ser una 

característica común del CCRdc (Mancini, et al., 2008). Por otro lado, la pérdida de la expresión del factor que 

interactúa con la integrasa 1 (INI1), un miembro del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF en el 15% de 

los casos, sugiere que tiene un papel en la patogénesis de este subtipo histológico (Ellwood, et al., 2011; Rao, et 

al., 2014).  

 

Ø Subtipos histológicos presentados con menor frecuencia 

El carcinoma de células mucinosas, tubulares y fusiformes se ha identificado recientemente como una 

nueva entidad de un neoplasma epitelial renal de bajo grado caracterizado por un curso sin dolor, y, en contraste 

con los otros subtipos de CCR, estos tumores son más comunes en mujeres (1:4). La edad promedio en la que 
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se presenta este subtipo es de 53 años con un rango que puede variar entre los 13 a 82 años. 

Macroscópicamente, este carcinoma se ha encontrado bien circunscrito con una coloración gris-blanca con 

apariencia mixoide, y con presencia de hemorragia y necrosis en algunos casos (Ferlicot, et al., 2005). 

Microscópicamente está compuesto por túbulos pequeños elongados estrechamente empaquetados y células 
fusiformes con núcleos de bajo grado embebidas en un estroma mucinoso pálido. Las células individuales son 

pequeñas con forma oval o cuboide y características de alto grado nuclear (Argani, et al., 2007). Por otro lado, el 

CCR asociado con neuroblastoma se presenta en los sobrevivientes de neuroblastoma infantil, del cual 

hombres y mujeres se encuentran afectados de la misma forma. Los tumores de CCR inducidos por esta patología 

son heterogéneos morfológicamente (Koyle, et al., 2001) y se cree que puede estar involucrada la susceptibilidad 

genética (Eble, et al., 2003). Algunos tumores se caracterizan por una arquitectura sólida y papilar, con células 

con un citoplasma eosinófilo abundante y con un menor número de células con citoplasma reticular y atipia leve 

a moderada. El pronóstico de este subtipo es favorable, ya que la mayoría de los pacientes se curan de esta 
enfermedad después de una resección quirúrgica, y los reportes de metástasis y mortalidad son poco comunes. 

Por su parte, el carcinoma renal asociado con translocaciones en Xp11.2 típicamente ocurre en niños o 

adultos jóvenes (Argani, et al., 2001 y 2002); la prevalencia de la translocación en adultos se ha estimado en 

alrededor del 1% aunque pueden tener un curso clínico más agresivo que el presentado en los niños el cual es 

indolente incluso cuando el cáncer se encuentra en etapa avanzada (Deng, et al., 2012). La apariencia más 

común de los tumores es amarillo oscuro con regiones de necrosis y hemorragia, sin embargo, la morfología por 

sí misma aún es poco confiable para un diagnóstico definitivo y usualmente tiene que confirmarse por estudios 

genéticos. Las células de este carcinoma presentan una arquitectura anidada, se caracterizan por un citoplasma 
voluminoso, granular y de claro a eosinófilo, con bordes celulares discretos, cromatina vesicular y nucléolos 

prominentes. Las características más distintivas de estas células son las estructuras papilares alineadas con 

células claras, calcificación psammomatosa y núcleos hialinizados fibrovasculares. Los tumores se caracterizan 

por la presencia de diferentes translocaciones que involucran al gen que codifica para el factor de transcripción 

enlazado al intensificador IGHM 3 (TFE3 por sus siglas en inglés) localizado en el brazo corto del cromosoma X 

(Xp11.2) (Thomas, et al., 2008). Con respecto al carcinoma medular, se considera como una variante del 

carcinoma de ducto colector, el cual, se desarrolla preferencialmente en pacientes jóvenes con anemia falciforme 
alrededor de los 19 años, aunque el rango de edad puede oscilar entre los 5 a 69 años (Davis, et al., 1995; Avery, 

et al., 1996). Este subtipo es altamente agresivo, el 95% de los pacientes presenta metástasis y tiene un 

pronóstico muy pobre (vida media de 19 semanas después del diagnóstico) y una supervivencia media después 

de la cirugía de 15 semanas (Srigley, et al., 1998). Los tumores están pobremente circunscritos, centralmente 

localizados, de coloración pardo a gris y con diversos grados de hemorragia y necrosis. La mayoría de los casos 

presentan áreas pobremente diferenciadas pero que consisten de capas de células. La característica más común 

es la presencia de un patrón de crecimiento reticular y una morfología quística adenoide más compacta. Las 

células son eosinófilas con un núcleo claro y usualmente con un nucléolo prominente. Por útlimo, el carcinoma 

multilocular quístico se presenta a la edad promedio de 51 años (rango 20-76) con una frecuencia hombre:mujer 

de 2-3 a 1, y se caracteriza por presentar una masa tumoral solitaria bien circunscrita, con presencia de quistes 
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con fluído seroso y hemorrágico de tamaño variable. Su pronóstico es favorable sin presencia de metástasis 

después de la remoción quirúrgica completa del tumor (Comperat, et al., 2012).  

 

Ø Subtipos histológicos propuestos por la ISUP 

El CCR tubuloquístico (TC-RCC), ocurre predominantemente en la quinta y sexta década (rango 30-94 

años) con una frecuencia de 7 veces o mayor en hombres respecto a las mujeres. Los tumores usualmente son 

solitarios, están bien circunscritos y encapsulados; y tienen una superficie similar a la de una envoltura de burbuja 

blanca o gris. Tiene un epicentro cortical o cortico-medular. Histológicamente, se aprecian túbulos bien formados 

de tamaño pequeño a mediano y algunos túbulos más grandes los cuales están quísticamente dilatados en 

proporciones variables. Los espacios luminales están alineados por células cuboidales con citoplasma abundante 

eosinófilo y frecuentemente presentan, al menos focalmente, una configuración en forma de clavo, mostrando un 
agrandamiento del núcleo y nucléolo prominente. El estroma es generalmente hipocelular y fibrótico. Por el 

momento, su pronóstico no ha sido totalmente establecido, la mayoría de los casos presentan un curso indolente, 

la recurrencia o metástasis se presenta con poca frecuencia y los estudios moleculares para este subtipo son 

limitados debido a su rareza. 

 

El CCR asociado a la enfermedad quística adquirida (ACKD-RCC), se presenta en pacientes 

relativamente jóvenes y se ha reportado que tiene un comportamiento más agresivo que otros subtipos de CCR. 

Los tumores frecuentemente presentan varias arquitecturas, aparecen como nódulos provenientes de las paredes 
de los quistes, ocasionalmente llenándolos completamente, o como masas sólidas separadas de estos quistes. 

Los tumores no quísticos están bien circunscritos y pueden rodearse de una cápsula fibrosa delgada mostrando 

calcificación distrófica. Las superficies cortadas son de color marrón a amarillas con áreas de hemorragia y 

necrosis friable. Se ha encontrado multifocalidad y bilateralidad en más del 50% y 20% de los casos 

respectivamente. Las células se caracterizan por tener un citoplasma eosinófilo, arquitectura cribriforme (tipo 

tamiz) debido a la presencia de agujeros microscópicos intracelulares y/o intercelulares y existe la presencia de 

cristales de oxalato intratumorales en la mayoría de los casos.  
 

El CCR túbulo papilar de células claras (CCP-RCC), se presenta con la misma frecuencia en hombres y 

mujeres con edad promedio de 60 años, generalmente con un curso indolente. Está compuesto de células claras 

de grado nuclear bajo y arquitectura variable papilar, tubular/acinar y quística. Los tumores se encuentran bien 

circunscritos y usualmente bien encapsulados, unicéntricos, unilaterales y pequeños, no obstante, la 

multifocalidad y bilateralidad puede estar presente en algunos casos. La superficie cortada del tumor es de color 

bronceado pálido a amarilla con áreas fibróticas aparentes y aspecto diferente, desde completamente sólido a 

predominantemente quístico. Una característica distintiva de este tumor es el arreglo lineal característico de 
núcleo diferente del aspecto basal, hacia la parte media o el ápice de las células. En algunos casos las papilas 

se encuentran estrechamente empacadas creando una apariencia sólida. Este subtipo comprende el 1% de todos 

los neoplasmas celulares renales y presenta una malignidad más baja que la comúnmente encontrada en un 

carcinoma. A nivel molecular, este carcinoma carece de deleciones del 3p25, mutaciones del gen VHL, 
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hipermetilación del promotor de VHL o trisomías de los cromosomas 7 y 17, ni exhibe otras características del 

CCRp.  

 

El CCR asociado a la translocación familiar de microftalmia (CCR-MiT) forma parte de los tipos tumorales que 
ocurren esporádicamente en aproximadamente la mitad de los individuos con CCR con edad menor a los 20 años 

y que están asociados con translocaciones cromosomales. Este tumor papilar tiene un comportamiento 

extremadamente agresivo, y cuando la metástasis ocurre, los pacientes presentan un pronóstico bajo. En este 

subtipo se ha identificado una mutación en la línea germinal del gen que codifica al factor de transcripción MiT, 

uno de los miembros de la subfamilia de factores de transcripción asociados a la microftalmia, la cual se ha visto 

que afecta la modificación transcripcional y la activación de este factor, y, por tanto, conduce a la desregulación 

de la señalización celular asociada con el desarrollo de melanoma y CCR (Bertolotto, et al., 2011; Libertino, et al., 

2013).  
 

El CCR asociado al síndrome de leiomiomatosis hereditaria (HLRCC), no es considerado del todo una 

nueva entidad, ya que desde que la OMS estableció modificaciones a la clasificación fue descrito como una 

entidad relacionada con el CCR hereditario. En ese entonces, no se enlistó como un subtipo histológico de CCR 

distinto ya que se sugirió que el HLRCC era un homólogo hereditario del CCR papilar tipo II, sin embargo, ahora 

se sabe el HLRCC es un tumor con un comportamiento agresivo, que debe reconocerse como un subtipo diferente 

y que, aunque frecuentemente presenta arquitectura papilar, también pueden presentarse patrones cribiformes y 

sólidos. Morfológicamente, la característica más distintiva de estos neoplasmas es citológica, en la que se puede 
observar un nucléolo eosinófilo prominente distintivo con un halo claro, similar a la citología de una inclusión por 

un citomegalovirus. El CCR y los leiomiomas en el HLRCC demuestran inactivación bialélica de FH, con 

mutaciones germinales en un alelo y la pérdida del segundo alelo, típico de un gen supresor de tumores. 

Asimismo, se ha visto que las mutaciones somáticas de la FH se encuentran, de hecho, raramente en el CCRp 

tipo II esporádico. Por otra parte, algunos autores consideran que el CCRp tipo II puede ser una entidad 

heterogénea que incluye distintos carcinomas renales múltiples.  

 
Ø Entidades tumorales emergentes o provisionales 

Existen otras entidades tumorales llamadas emergentes o provisionales que hasta el momento no se 

reconocen como nuevos subtipos histológicos ya que no se cuenta con la información suficiente para 

caracterizarlos debido a su baja frecuencia, el pronóstico no se encuentra bien definido, y aún hay divergencia de 

opiniones entre los expertos para reconocerlos como nuevas entidades distintivas debido a la similitud que 

presentan con la arquitectura de otros subtipos histológicos, así como de algunas características moleculares que 

también se encuentran asociadas con otras patologías (Srigley, et al., 2013). 

 
El CCR folicular tipo tiroideo (TLF-RCC), esta definido provisionalemente como carcinoma folicular bien 

diferenciado de la glándula tiroide que en la literatura solo se han reportado menos de 15 casos. El pronóstico no 
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está definido del todo, aunque de los casos reportados, los pacientes han mostrado estar libres de la enfermedad 

después de la resección quirúrgica, la edad promedio ha sido de 45 años con un rango de edad entre los 29 a 83 

años y se ha visto un ligero predominio de presentarse en las mujeres (Srigley, et al., 2013). Por otra parte, el 

CCR asociado con la mutación succinato deshidrogenasa B (SDBH-RCC), como su nombre lo indica, se ha 
vinculado con mutaciones en la línea germinal de la enzima succinato deshidrogenasa B asociada con 

feocromocitoma/síndrome paraganglioma tipo 4 (PGL4). Este padecimiento solo se ha reportado en menos de 10 

casos, principalmente en adultos jóvenes con edad promedio de 34 años (rango 10-62 años) con un curso 

indolente y seguimiento limitado. Algunos de estos individuos fueron diagnosticados con CCRcc y 

subsecuentemente también fueron identificados otros subtipos histológicos como el papilar tipo 2, oncocitoma y 

cromófobo (Vanharanta, et al., 2004; Henderson, et al., 2009; Ricketts, et al., 2008; Srirangalingam, et al., 2008). 

Para el CCR asociado con la translocación cinasa linfoma anaplásico (VCL_ALK-RCC) se han encontrado 
únicamente dos casos de CCR albergando una translocación en t(2;10) (p23;q22) resultando en la fusión del gen 

que codifica a la proteína vinculina del citoesqueleto con el gen que codifica para la cinasa de linfoma anaplástica, 

y aunque presentan características clínicas y patológicas distintivas, la divergencia de opiniones ha dificultado su 

consideración como nueva entidad. 

 

Por último, el subtipo histológico no clasificado asigna a los tumores renales cuyas características no 

concuerdan con ninguno de los subtipos reconocidos, este subtipo representa del 4 al 5% de todos los casos de 

CCR y es útil para definir un grupo de cáncer renal cuyas características clinicopatológicas y moleculares no han 
sido bien definidas y aún difiere claramente de otros subtipos histológicos (Kovacs, et al., 1997). La mayoría de 

estos tumores tienen un grado citomorfológico alto y tienen un comportamiento clínico agresivo (Zisman, et al., 

2002). 

 

1.1.3 Prognosis  

El pronóstico del CCR se realiza mediante la evaluación de parámetros anatómicos, histopatológicos y 

clínicos (Volpe, et al., 2010). 
 

Entre los parámetros anatómicos, el estadio del tumor es el factor más importante para la evaluación 

patológica del CCR en el momento del diagnóstico por encima de los factores de pronóstico biológicos y 

moleculares que se han identificado (Lam, 2005 y 2006). El sistema TNM integra criterios para describir el estadio 

global de la enfermedad en los pacientes como el tamaño del tumor (T), y su propagación a través de parámetros 

como el grado de diseminación a los ganglios linfáticos (N) y la presencia de metástasis (M).  

 

Los factores histopatológicos incluyen el grado Fuhrman, la invasión microvascular, la presencia de 
características sarcomatoides, la necrosis tumoral y el subtipo histológico (Thomas, et al., 2008). El grado 

Fuhrman es un sistema basado en el tamaño y morfología del núcleo celular así como en la presencia o ausencia 

de nucléolo (Figura 12), y, aunque este sistema es el más ampliamente utilizado para la clasificación del CCR y 

permanece como uno de los factores de pronóstico independientes, aún está sujeto a discrepancias intra e 
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interobservador (Ljungberg, et al., 2007). Por otro lado, la invasión microvascular (MVI, por sus siglas en inglés) 

junto con el tamaño del tumor y el grado Fuhrman, ha cobrado importancia como herramienta de pronóstico del 

comportamiento clínico de este cáncer. Los pacientes con un tamaño de tumor mayor a 7 cm, un grado Fuhrman 

alto y evidencia de MVI tienen un riesgo alto de presentar recurrencia y/o progresión (Dall´Oglio, et al., 2007). 
Otro factor histopatológico importante para el pronóstico, es la presencia o no de las características 

sarcomatoides, las cuales se definen por un patrón de crecimiento celular fusiforme e indican un alto grado de 

diferenciación celular de un subtipo existente, usualmente CCRcc y CCRp. Otro factor pronóstico importante de 

la supervivencia es la necrosis tumoral a cualquier grado, se considera como un componente histológico exclusivo 

de cambios degenerativos como hialinización, hemorragia o fibrosis (Lam, et al., 2005). Así mismo, la asignación 

del subtipo histológico es crítica para el pronóstico de pacientes (Cheville, et al., 2003; Jones, et al., 2005). El 

CCRcc es el subtipo histológico más común y tiene un pronóstico menos favorable que los subtipos papilar y 

cromófobo; por su parte, los carcinomas de ducto colector y medular se asocian con el comportamiento clínico 
más agresivo y con un pronóstico pobre de todos los tipos de CCR (Srinivasa, et al., 2006: Feng-Ming, et al., 

2012).  

 

En cuanto a los factores de pronóstico clínico, éstos incluyen el estado general del paciente, síntomas 

localizados, caquexia, anemia y niveles elevados de plaquetas. Las escalas Karnofsky y ECOG-PS (Grupo de 

Oncología Cooperativa del Este, por sus siglas en inglés) se utilizan comúnmente para evaluar el impacto total 

de la enfermedad (Lam, et al., 2008), por ejemplo, para documentar el progreso clínico y para evaluar la 

elegibilidad en ensayos clínicos (Fiala, et al., 2001; Patard, et al., 2003). 
 

1.1.4 Tratamiento del CCR 

El tratamiento del CCR depende del estadío en el que se encuentre esta enfermedad al momento del 

diagnóstico. En etapas tempranas se puede tratar de manera exitosa mediante nefrectomía parcial o radical. La 

nefrectomía parcial se ha establecido como estándar de oro para el manejo de tumores renales pequeños (de 4 

cm o menores), y se practica cuando existe sólo un tumor en uno de los riñones, en tumores bilaterales, así como 

en pacientes con enfermedad renal crónica o condiciones médicas que puedan afectar de manera adversa la 
función del riñón a largo plazo (Uzzo, et al., 2001). Otras opciones de tratamiento incluyen la ablación térmica, la 

cual puede ser por disminución de la temperatura (crioablación) o aumento de ésta (ablación con radiofrecuencia) 

sin la necesidad de realizar cirugía convencional, y ambas pueden realizarse de manera percutánea o 

laparoscópica (Gill, et al., 2000 y 2005; Hafron, et al., 2007). La limitación de la ablación térmica incluye una alta 

recurrencia local comparada con la escisión quirúrgica (Kunkle, et al., 2008). Para tumores con tamaños mayores 

a los 7 cm y/o para aquéllos que tienen características de invasividad local se maneja típicamente la nefrectomía 

radical, la cual ocasionalmente también requiere de la extirpación de órganos adyacentes así como aislamiento 

y oclusión temporal de la región vascular, no obstante, sólo alrededor del 40-60% de los pacientes pueden curarse 
con este tratamiento quirúrgico agresivo (Rini, et al., 2009) y el 20-30% de los pacientes desarrollan metástasis 

posteriormente. 
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En el CCR avanzado o metastásico, la nefrectomía también se usa para mejorar la calidad de vida de 

estos pacientes, particularmente aquéllos que presentan dolor, hemorragia, malestar, hipercalcemia, eritrocitosis 

o hipertensión (Corgna, et al., 2007). La remoción del tumor primario puede aliviar todos o algunos de estos 

síntomas y junto con la inmunoterapia, el subtipo histológico de células claras ha tenido una mejor respuesta. 
Aunque el CCR es considerado como resistente a la radioterapia, varios reportes indican que los pacientes con 

metástasis cerebrales y óseas se puede beneficiar con este tratamiento. Cuando existe metástasis hacia los 

huesos, la radioterapia se utiliza para aminorar el dolor, y para aquéllos pacientes con metástasis en el cerebro, 

los cuales presentan frecuentemente hemorragias, el rápido tratamiento con radioterapia puede detener la 

progresión del daño neurológico. En el caso de la quimioterapia convencional, la respuesta a agentes como la 

vinblastina, la floxuridina y el 5-fluorouracilo ha sido poco efectiva (5-12%) (Libermann, et al., 2007), la cual se 

cree puede estar relacionada con la expresión incrementada del receptor de resistencia a múltiples fármacos en 
las células del túbulo proximal (Mignogna, et al., 2006), donde se sugiere que el CCR de células claras y papilar 

se origina. Por su parte, los agentes inmunoterapéuticos como la interleucina-2 (IL-2) y el IFNa han presentado 

una respuesta del 7-27% para el régimen más activo y del 5 al 15% en los casos de CCR metastásico 

respectivamente (Mc Dermott, et al., 2005). Además, estas respuestas han sido parciales y de corta duración, 

acompañadas con una mortalidad sustancial por lo que su uso se limita a aquellos pacientes con buen estado 

general. Varios estudios donde combinan la inmunoterapia con el uso de agentes quimioterapéuticos han tenido 
una mejor respuesta, pero aún muy limitada, por ejemplo, la respuesta del 5-fluorouracilo es del 10%, 

administrado con IFNa la respuesta incrementa sólo al 19%, y con el uso de vinblastina en lugar del 5-fluorouracilo 

se han observado resultados similares. Por último, el uso de agentes progestacionales solos o en combinación 

con corticosteroides, testosterona o anti-estrógenos, ha producido respuestas menores al 10%. 

 
Los avances recientes en el entendimiento de la biología molecular del CCR han permitido la introducción 

de agentes terapéuticos ofreciendo nuevas opciones para aquellos pacientes que no responden a la terapia 

convencional. La identificación de algunas alteraciones en vías de señalización implicadas en el CCRcc como el 

incremento en los niveles de los factores de crecimiento VEGF, PDGF y EGF, debido a la inactivación de pVHL 

ha conducido a la utilización de agentes terapéuticos que actúan disminuyendo la actividad de sus receptores 

específicos. Los inhibidores de cinasa de tirosina (TKIs por sus siglas en inglés) como el sorafenib (Nexavar®, 

Bayer), y el sunitinib (Sutent®, Pfizer) tienen como blanco a VEGF y receptores relacionados como VEGFR1-3 y 
PDGFR-a y b. El sorafenib, además, es un inhibidor a nivel de la cinasa de Raf (Stadler, et al., 2005). Otras 

moléculas como el bevacizumab (Avastin®, Genetech) y valatinib (Bayer Schering y Novartis) actúan sobre VEGF 

inhibiendo la interacción con su receptor (Hilger, et al., 2002). Otros agentes anti-VEGF como el axitinib (Inlyta®, 

Pfizer) y pazopanib (Votrient®, GSK) fueron aprobados recientemente por la FDA, y los fármacos como dovitinib 

(TKI-258), tivozanib (AV-951), cabozantinib (XL-184), cedinarib (AZD-2171), regorafenib (BAY-73-4506) y linifanib 

(ABT-869) se encuentran actualmente en investigación (Dabney, et al., 2014). Los agentes como el gefitinib 

(Iressa®, AstraZeneca), cetuximab (Erbitux®, Bristol-Mayer Squibb), erlotinib (Torceva®, Roche) y panitumumab 

(Vectibix®, Amgen) bloquean la función del receptor de EGF, y el lapatinib (Tykerb®, GSK) inhibe a sus receptores 
EGFR (Erb-1 y Erb-2). Por su parte, el temsirolimus (Torisel®, Wyeth) y everolimus (Afinitor®, Novartis) son 
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inhibidores de mTOR (Cho, et al., 2007; Ravaud, et al., 2008), el cual está implicado en la angiogénesis y en la 

vía de fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3-K). 

 

La mayoría de estos agentes han mostrado tener una mejor respuesta (26-37%) en los pacientes que 

presentan el subtipo histológico de CCRcc, por lo que la clasificación histológica del CCR es crítica para el manejo 

clínico de la enfermedad. Varios estudios han investigado el potencial sinérgico de las TKIs como una nueva 

forma de bloquear múltiples vías de señalización simultáneamente, sin embargo, varios de ellos han resultado en 
un aumento significativo de la toxicidad. La administración secuencial de TKIs ha tenido resultados alentadores, 

pero la secuencia óptima de administración de TKIs todavía permanece sin determinarse. Por otro lado, los 

estudios que combinan el uso de las TKIs con la inmunoterapia han resultado en varios grados de éxito, siendo 

el bevacizumab y el IFNa la única combinación utilizada en la clínica actualmente, no obstante, de acuerdo a 

resultados recientes no se ha demostrado un beneficio claro y sólo se ha encontrado un incremento en su 

toxicidad (Dabney, et al., 2014; Greef, et al., 2016). 
 

El escaso conocimiento que se tiene de los otros subtipos de CCR, debido, en parte, a su baja incidencia, 

ha hecho más difícil el desarrollo de terapias más dirigidas a cada uno, por lo que en su mayor parte se ha 

evaluado la efectividad de los agentes terapéuticos contra el CCRcc. Varios estudios retrospectivos sobre el uso 

de sunitinib, sorafenib y temsirolimus en pacientes con histología diferente al CCRcc han mostrado una respuesta 

del 3.7 al 16%, y aunque los porcentajes de respuesta pueden no ser tan altos como los presentados en los casos 

de CCR con histología de células claras, la terapia puede proveer una respuesta significativa (Schips, et al., 2007; 
Choueiri, et al., 2008). Para el CCRp, la participación de la vía MET, sugiere al menos tres estrategias 

terapéuticas: bloqueo de la activación de la cinasa con pequeñas moléculas que inhiben el enlace a ATP, bloqueo 

de la interacción HGF-MET, o bien bloqueo de interacciones entre MET activado y moléculas de señalización que 

convergen en esta vía (Kooper, et al., 2006). Hasta el momento, se han desarrollado inhibidores de cinasa como 

el foretinib (XL-880) un inhibidor dual de MET/VEGFR2 y cabozantinib (XL-184) y anticuerpos neutralizantes 

(rilotumumab, AMG102) contra MET, así como savolitinib, cabozantinib y crizotinib sin embargo, todavía se 

encuentran en estudios de fase clínica I y II (Mahtouk, et al., 2010; Harshman, et al., 2013; Greef, et al., 2016).  

 
Otras estrategias para el tratamiento del CCR han incorporado la utilización de vacunas, anticuerpos 

monoclonales y transplantes alogénicos. Algunas de las vacunas que se han evaluado incluyen los lisados de 

células tumorales autólogas, proteínas de choque térmico purificadas, células dendríticas y péptidos purificados 

(Biswas, et al., 2009; Yoshimura, et al., 2013), sin embargo, su efectividad y aplicación aún se encuentran en 

investigación ya que la mayoría de estos tratamientos se encuentran confinados por el momento en ensayos 

clínicos (Vergati, et al., 2010; Jocham, et al., 2004; Avigan, et al., 2007; Escudier, et al., 2012; Rahma, et al., 2010; 

Greef, et al., 2016). Por otra parte, la terapia con anticuerpos monoclonales se ha utilizado para promover la 
citotoxicidad celular o para transportar radioisótopos a las células tumorales. Específicamente, la expresión de 

CAIX en el 94% del CCRcc (Bleumer, et al., 2004), la ha catalogado como un buen blanco para el tratamiento del 
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CCR. En relación a esto, existe un anticuerpo monoclonal tipo IgG que se enlaza a CAIX: WX-G250 (Rencarex®), 

cuyo efecto terapéutico se ha demostrado en pacientes que presentan expresión alta de CAIX (Shuch, et al., 

2008; Oosterwijk-Wakka, et al., 2013). Por último, el uso de transplantes alogénicos de células madre (SCT por 

sus siglas en inglés), aunque ha tenido una respuesta del 0-56% en el CCR metastásico en ensayos clínicos, la 
eficacia de este tratamiento está asociada con una mortalidad superior al 33% (Bregni, et al., 2011).  
 

1.1.5 CCR en la población mexicana 

En México, los datos sobre la epidemiología del CCR no se encuentran actualizados. En el 2001, el 

Compendio de Cáncer de la Dirección General de Epidemiología en México reportó que, de un total de 1577 

casos presentados, el 81.7% falleció por causa de este padecimiento, y en el 2002, el Registro Histopatológico 
de Neoplasias Malignas (RHPNM, 2002) reportó un total de 1664 casos (722 mujeres y 938 hombres) con una 

tasa de incidencia del 1.5% respecto a los demás tipos de cáncer.  

En la capital del país, la estadística de casos de CCR se ha reportado en estudios con duración de 5 a 

10 años, y no se tiene la información detallada sobre el índice de ocurrencia presentado en otros estados del 

país. La edad promedio de los pacientes es de 53 a 59 años (28-95 años), con una incidencia mayor en hombres 

con respecto a las mujeres (65 y 35% respectivamente), y el principal factor de riesgo identificado es el 

tabaquismo (59.2% al 71.6% de los casos analizados) (Petersen, et al., 2001; Morales, et al., 2002; Castellano-
Orozco, et al., 2008; Jasso, et al., 2008), lo cual concuerda con lo reportado a nivel mundial. El Instituto Nacional 

de Nutrición, reportó que el porcentaje de casos de CCR detectados de manera accidental es del 17% en una 

revisión de 5 años, y en el Hospital General de México del 5.4% de un total de 110 pacientes (Suplemento 

Memorias XLV Congreso Nacional de Urología, 1994). Las causas de las consultas médicas iniciales se han 

relacionado con síntomas gastrointestinales como colitis, pancreatitis, cólicos vesiculares y abscesos hepáticos, 

y los métodos de diagnóstico incidental fueron ultrasonografía (37%), tomografía computarizada (37%), 

resonancia magnética (13%) y urografía (13%) (Morales, et al., 2002). La hematuria es el síntoma presentado 

con mayor frecuencia (43.3-57.1%), seguido por hematuria y dolor lumbar (35%), 26.9% de los pacientes 
presentan una masa palpable, del 10 al 48.1% dolor lumbar, del 1.7 al 12.7% presentan los 3 síntomas de la 

clásica triada, y el 4.2-10% son asintomáticos (Jasso, et al., 2008; Petersen, et al., 2001). Entre los síndromes 

paraneoplásicos reportados se encuentran el síndrome de Stauffer, la hipertensión arterial, anemia, niveles de 

calcio sérico mayores a 10.2 mg/dL y pérdida de peso (Jasso, et al., 2008; Petersen, et al., 2001). En nuestro 

país el 82.7% de los pacientes presentan tumores de gran tamaño (mayores a 7 cm). Entre los pacientes 

diagnosticados con tumores pequeños T1 (tumores ≤ 7 cm confinados en el riñón) la supervivencia sin recurrencia 

es del 90% a los 5 años (Morales, et al., 2002) y los factores de pronóstico de mayor peso son el estadío clínico 

y el grado Fuhrman. Al igual que en el resto del mundo, el subtipo histológico de CCR presentado con mayor 
frecuencia es el de células claras (94.2-100%) y los subtipos papilar, cromófobo y el sarcomatoide (1.4 al 5.7% 

de los casos). Por su parte, el grado nuclear Fuhrman que ha predominado en la mayoría de los estudios ha sido 

el II (32.7 al 70% de los casos) (Petersen, et al., 2001; Jasso, et al., 2008). En conjunto, el grado nuclear, el 

tamaño del tumor y el subtipo histológico son los factores que predicen la progresión del cáncer renal y tiempo 

de supervivencia (Petersen, et al., 2001), al igual que el resto del mundo.  
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La cirugía es el tratamiento de elección para el CCR también en nuestro país. En el Hospital General “Dr. 

Manuel Gea González” se realizó un análisis desde 1991 hasta el 2000 de 60 casos de pacientes con CCR 

tratados con nefrectomía radical, encontrándose metástasis en el 17.1%, presentando recurrencia en los 
pulmones y huesos (Castellano-Orozco, et al., 2008). El RHPNM (2002) reportó que hasta 30% de los pacientes 

presentan metástasis al momento del diagnóstico y después de una nefrectomía entre el 20 al 30%. Los órganos 

más comúnmente afectados por metástasis del CCR de acuerdo a un estudio realizado por el servicio de urología 

del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional, Siglo XXI durante 5 años (1998 al 2002) son los 

pulmones (80% de los casos), huesos (5%), cerebro (15%), y el tiempo promedio de sobrevida fue de 18 meses 

a partir del diagnóstico de metástasis (Jasso, et al., 2008). También se han reportado casos de metástasis en piel 

(Aguilar-Barradas, et al., 2009) y en órganos reproductores masculinos (Díaz de León Nevarez, et al., 2007). 

 

1.1.6 Marcadores generales de CCR 

Por todas las complicaciones que presenta el CCR, tanto de diagnóstico como de tratamiento, y por lo 

tanto la presencia de una alta mortalidad, hay un interés considerable en encontrar marcadores moleculares 

específicos que permitan la detección oportuna de este tipo de cáncer. Además, estos marcadores podrían ayudar 

a predecir el riesgo de desarrollar esta patología, establecer la posibilidad de recurrencias posteriores al 

tratamiento e identificar blancos terapéuticos y/o de mayor importancia para prevenir este cáncer. 

Un marcador tumoral puede definirse como un indicador que incrementa o disminuye la sospecha de que 

un individuo presente cáncer (Motzer, et al., 1996). Entre las características que debe tener un buen marcador se 
encuentran: a) presentar alta especificidad y sensibilidad, b) ser secretado por las células malignas y detectado 

por métodos simples, c) tener alta capacidad de diagnóstico en etapas tempranas de la enfermedad, d) permitir 

la detección de recurrencia del tumor, e) establecer el éxito de la terapia, f) tener una correlación directamente 

proporcional con el grado de avance del tumor, g) predecir la progresión de la enfermedad, h) estar socialmente 

aceptado ocasionando la menor incomodidad posible en el paciente y i) ser independiente de factores subjetivos 

como la metodología o experiencia del examinador (Kashyap, et al., 2005; Kulasingam, et al., 2008). 

 

Como se mencionó anteriormente, el tamaño y grado del tumor han sido las herramientas más utilizadas 

para establecer el pronóstico de CCR en general (Eichelberg, et al., 2009). Hasta el momento, se han investigado 

un sin número de marcadores moleculares, algunos de ellos con potencial clínico, pero ninguno hasta ahora se 

ha considerado como un marcador ideal para el diagnóstico del CCR; sólo se ha considerado el potencial de 

diagnóstico y pronóstico de diferentes marcadores que han funcionado en otros tipos de cáncer, pero ninguno de 

estos marcadores ha resultado ser útil para su detección temprana. Algunos de los marcadores potenciales 

propuestos para predecir la progresión de la enfermedad y supervivencia de pacientes con CCR, están 

relacionados con eventos celulares que permiten la proliferación y supervivencia de células cancerosas como la 
regulación del ciclo celular, la adhesión celular y la apoptosis, entre otras (Tabla 1). 
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Tabla 1. Marcadores potenciales del carcinoma de células renales  
Inducibles por 

hipoxia 

Proliferación Regulación del 

ciclo celular 

Adhesión 

celular 

Patrón 

metastásico 

Misceláneo 

CAIX Ki-67 p53 EpCAM Survivina Gelsolina 

CAXII Anilina Bcl-2 EMA PAX8 Vimentina 

CXCR4 GST PTEN E-caderina Topoisomerasa IIa CA125 

VEGF  Ciclina A X-catenina CP CD44 

EGF-1  P27 Caderina-6 CD95 Receptores 
androgénicos 

    SAA Caveolina-1 

     VEGFR 

 Protzel, et al., 2012. 

 

1.2 ALTERACIONES BIOQUÍMICAS Y MOLECULARES ASOCIADAS CON EL SUBTIPO HISTOLÓGICO DE 
CÉLULAS CLARAS 

 

Existen alteraciones asociadas a los diferentes subtipos histológicos de CCR, sin embargo, son todavía 

muy escasos los marcadores que permiten diferenciarlos. En el caso del CCRcc, la inactivación genética y 

epigenética de VHL conduce a la desregulación de HIF-a, dando como resultado la activación de los genes 

inducibles por hipoxia como los factores de crecimiento VEGF, EGF, TGFa e IGF, el transportador de glucosa 

GLUT1, EPO, enzimas de la glucólisis y CAIX, los cuales, a su vez, pueden contribuir al desarrollo tumoral 

(Pantuck, et al., 2003). De hecho, la sobreregulación del eje HIF-a -VEGF conduce a un alto nivel de actividad 

angiogénica, particularidad que distingue al CCRcc como uno de los tipos de cáncer con mayor vascularización 

en el humano (Lorincz, et al., 2004).  
 
1.2.1    von Hippel Lindau (VHL)  

 

El gen VHL contiene 3 exones los cuales codifican para dos proteínas debido a la existencia de un sitio 

de iniciación de traducción alternativo en el codón 54. La proteína más grande está formada por 213 aminoácidos 

y tiene un peso molecular aproximado de 24-30 kDa (pVHL30), y la proteína más pequeña está formada por 160 

aminoácidos y tiene un peso molecular de 18-19 kDa (pVHL19). Ambos productos del gen VHL, llamados en 

conjunto pVHL, actúan como supresores de tumores (Blankenship, et al., 1999). En su estructura presentan un 

dominio alfa y uno beta (Figura 4). El dominio alfa de pVHL se asocia con elongina C, elongina B, culina 2 y Rbx1 

para actuar como ubiquitin E3 ligasa. Este complejo, mediante el dominio b de pVHL, reconoce a los factores 

inducibles por hipoxia (HIF-1α, HIF-2α o HIF-3α) después de su hidroxilación, y mediante poliubiquitinación los 

conduce a su degradación proteosomal. HIF-1a es el sustrato mejor conocido de este complejo, cuyas funciones 

se revisan en la siguiente sección; sin embargo, se han reportado otros sustratos de pVHL que son sujetos a 

degradación como la proteína cinasa C (Okuda, et al., 2001) y el VEGF. Otras de las funciones de pVHL que se 

cree que también son importantes para su acción como supresor de tumores, son el mantenimiento del cilio 

primario, el enlace a fibronectina y el ensamblaje de la matriz extracelular (Ohh, et al., 1998), el control de la 
dinámica de los microtúbulos (Hergovich, et al., 2003), la regulación de la apoptosis y de la transcripción (Gnarra, 
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et al., 1996; Levy, et al., 1996; Knebelmann, et al., 1998), la regulación de la diferenciación de células epiteliales 

y la salida del ciclo celular (Pause, et al., 1998). Esto último, al parecer por su participación en la regulación a la 

baja a ciclina D1 y posiblemente la estabilización de p53. pVHL también regula a la baja al receptor de quimiocinas 

CXCR4 que está involucrado en la metástasis órgano-específica (Staller, et al., 2003). No obstante, todas estas 
funciones se encuentran menos caracterizadas que aquellas que involucran a HIF.  

 

 
Figura 4. Estructura del gen de VHL y dominios de la proteína. pVHL está codificada en tres exones localizados en el cromosoma 3p25-
p26. El producto proteíco de 213 aminoácidos se origina por la activación del sitio de inicio de la traducción (Met 1). La activación de un inicio 
de la traducción interno en Met 54 codifica para una proteína más pequeña de 160 aminoácidos. pVHL puede dividirse estructuralmente en 
los dominios alfa y beta. El dominio alfa se asocia con elongina C, mientras que los dominios beta cuentan con un sitio de exportación nuclear 
y uno de reconocimiento de HIF (Modificado de Arjumad, et al., 2012). 

 

Otros estudios sugieren que pVHL regula al factor de transcripción nuclear (NF-kB), al actuar como 

molécula adaptadora que promueve la fosforilación inhibitoria por la caseína cinasa II del agonista de NF-kB, 

Card9, aumentando de esta forma la actividad de NF-kB (Yang, et al., 2007). En el CCRcc, la actividad de NF-kB 

se ha visto incrementada lo que puede contribuir, por consiguiente, a la resistencia del tumor a la terapia por 
supresión de la apoptosis inducida por fármacos. Además de la regulación de HIF y NF-kB, pVHL también regula 

la vía de señalización de Wnt y, por tanto, la actividad del factor de transcripción pro-oncogénico β-catenina 

(Berndt, et al., 2009; Li, et al., 2011). Se han propuesto varios mecanismos para la supresión de la vía de Wnt por 
pVHL. Esta proteína promueve la ubiquitinación de la proteína dishevelled (dvl), conduciendo a su 

subsecuentemente degradación por la vía autofagia-lisosoma (Gao, et al., 2012), y estabiliza a la proteína 

candidato supresora de tumores Jade-1, la cual ubiquitina a b-catenina para su degradación proteosomal 

(Chitalia, et al., 2008). 

 
1.2.1 Factor inducible por hipoxia (HIF) 
 

Este factor tiene impacto en un amplio rango de procesos celulares y fisiológicos como la eritropoyesis, 

metabolismo energético, supervivencia celular, apoptosis, adhesión y motilidad celular, vascularización, 

Número de 
nucleótido

1     214                  553  554            676  677            855        4400                                  

Gen VHL

Proteína VHL
Número de 
codón

1     14             54   63          114         155                 193   204  213                                  

Exón 1                  Exón  2             Exón  3

Met Met

b                           a                b 

5´UTR                                                                                               3’UTR

Supresión tumoral

Exportación    
nuclear

Enlace a 
Elongina CRegiones 

funcionales 
de la proteína
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resistencia a fármacos, regulación del pH, entre otros (Semenza, et al., 2012). En el cáncer, la proliferación celular 

elevada resulta en un incremento dramático en la demanda de oxígeno provocando que las células tumorales 

permanezcan en condiciones de hipoxia y, contrario a lo que se esperaría en una célula normal, esta condición 

constituye una ventaja para estas células. La inhibición de la respiración parece bloquear la senescencia y activar 
la vascularización, por lo que la depleción de oxígeno promueve la supervivencia de las células cancerosas, y 

redirige la formación de nuevos vasos sanguíneos para promover el crecimiento tumoral. Aunque algunos de los 

mecanismos permanecen sin elucidarse, HIF juega un papel importante en la integración de la mayoría de las 

vías de señalización implicadas. 

 

El HIF es un complejo heterodimérico compuesto por dos proteínas de la familia PAS: la subunidad 

constitutiva no dependiente de oxígeno HIF-1β y una de las subunidades α inducibles por hipoxia: HIF-1α, HIF-

2α o HIF-3α (Figura 5). Las subunidades α de HIF se degradan rápidamente en condiciones de normoxia, pero 

son altamente inducibles en hipoxia. En condiciones de normoxia, la subunidad HIF- a se hidroxila en dos residuos 

de prolina localizados en el dominio de degradación dependiente de oxígeno. Esta hidroxilación dependiente de 

oxígeno regula la interacción de HIF-a con el dominio b de pVHL, para su ubiquitinación y posterior degradación 

en el proteosoma. En condiciones de hipoxia, la activación de las enzimas que modifican a HIF, denominadas 

prolilhidroxilasas (PHD por sus siglas en inglés) se suprime, evitando de esta forma la hidroxilación de HIF-α, su 

ubiquitinación y degradación proteosomal, lo que lleva a su acumulación, a que se transloque al núcleo y se 

dimerize con HIF-1β para la posterior activación de la expresión de los genes inducibles por hipoxia.  

 
Las PHDs son dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe (II) que escinden el oxígeno molecular 

y, de este modo, las prolinas de HIF permanecen sin modificaciones en ausencia de oxígeno. Los efectos de la 

hipoxia pueden ser simulados con quelación del hierro con el uso de análogos de 2-oxoglutarato o con la 

sustitución del Fe (II) por otros iones metálicos como el cobalto (Haase, et al., 2013). La actividad transcripcional 

de HIF-a también se regula por hidroxilación de un residuo de asparragina localizado en el dominio de 

transactivación carboxilo terminal (CTAD por sus siglas en inglés), la cual es catalizada por una asparagil 

hidroxilasa, denominada factor inhibidor de HIF (FIH por sus siglas en inglés), y esta modificación evita la 

interacción de HIF-a con los coactivadores transcripcionales p300 y CBP (proteína de unión a CREB por sus 

siglas en inglés) (Stolze, et al., 2004) (Figura 6). Aunque ambas subunidades de HIF-a son capaces de unirse a 

las secuencias consenso de los elementos inducibles por hipoxia (HRE por sus siglas en inglés), al parecer 

regulan conjuntos de genes blanco diferentes dependiendo del contexto celular y la concentración de oxígeno; 

por ejemplo, los genes que codifican para proteínas que intervienen en la vía glucolítica parecen ser regulados 

de manera predominante por HIF-1a, mientras que se ha sugerido que HIF-2a es el principal regulador de la 

expresión de genes como VEGF y EPO (Warnecke, et al., 2004), sin embargo los factores y los mecanismos 

moleculares que determinan esta selectividad específica de cada isoforma permanece pobremente definida hasta 

el momento (Patel y Simon, et al., 2008).  
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Figura 5. Dominios estructurales de las proteínas de la familia HIF. Se señalan las modificaciones de residuos de aminoácidos específicos. 
Las barras en colores indican interacciones particulares dentro de la familia de proteínas de HIF. CTAD: Dominio de transactivación terminal 
C; LZIP: Zipper de leucina; NLS: Señal de localización nuclear; NTAD: Dominio de transactivación terminal N; PAS: Dominio Per/ARNT/Sim; 
PAC: Dominio terminal C asociado a PAS; PHD: Prolilhidroxilasa; Sitio de unión de FIH-1: Factor inhibidor de HIF; bHLH: Hélice bucle hélice 
básica; ODD: Dominio de degradación dependiente de oxígeno. Modificado de Kenneth, et al., 2008.  
 
 
 

Las variantes en las mutaciones de VHL pueden contribuir a un desbalance en la regulación de HIF-1α y 

HIF-2α, conduciendo a distintos efectos en el crecimiento celular (Lee, et al., 2009; Rathmell, et al., 2004). 

Diversos estudios han demostrado que tumores que tienen mutado al gen de VHL y que presentan niveles 

elevados de HIF-1α y HIF-2α, presentan a su vez, sobreactivada la vía de Akt/mTOR, mientras que tumores con 

la mutante de VHL y que expresan únicamente a HIF-2α proliferan mucho más rápido (Vindrieux, et al., 2014). 

Además, se ha demostrado que ambas isoformas tienen propiedades antagónicas; por ejemplo, HIF-2 a 

promueve la actividad de c-myc mientras que HIF-1 a la suprime; también HIF-1α incrementa la función de p53 y 

HIF-2α la suprime (Gordan, et al., 2010). De este modo, el CCRcc podría caracterizarse de acuerdo a la expresión 

de HIF con efectos dramáticamente diferentes en la regulación y proliferación de las células tumorales (Gordon, 

et al., 2008). HIF-2α parece ser el factor que conduce predominantemente la oncogénesis en líneas celulares de 

CCR deficientes de VHL. Por ejemplo, la expresión de la proteína VEGF en células de cáncer renal deficientes 

de VHL se induce predominantemente por la actividad de HIF-2a, entre otras moléculas blanco como el receptor 

activador de plasminógeno tipo urocinasa (u-PAR) y el inhibidor del activador de plasminógeno-1 (PAI-1). Así 

mismo, se ha sugerido que la expresión de la proteína que HIF-2α puede ser la principal isoforma que conduce a 
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la expresión de EPO en riñón (Rosenberger, et al., 2002), por lo que estos eventos sugieren un papel importante 

de HIF-2α en la tumorogénesis mediada por la pérdida en la función de VHL.  
 
 

 

Figura 6. Regulación de HIFa en el CCR. En condiciones fisiológicas HIF1a se hidroxila en los residuos de prolina 402 y 564 por las prolilhidroxilasas (PHD), 
esta hidroxilación es reconocida por pVHL, la cual forma parte del complejo ubiquitin ligasa E3 formado por  RBX1, CUL2 y Elonginas B y C. Este complejo 
conduce a la degradación de HIF1a vía proteosomal.  En el CCRcc, las mutaciones en el gen de VHL inactivan a la proteína (pVHL), inhibiendo de esta forma la 
degradación de HIF1a Otros procesos que también pueden estar involucrados en el desarrollo de CCR y que mimetizan las condiciones de hipoxia al igual que 
las mutaciones inactivantes de la proteína de VHL, son aquéllos que aumentan los niveles de óxido nítrico, de EROs, metabolitos del ciclo de Krebs como el 
succinato y el fumarato, así como el uso cloruro de cobalto y quelantes de hierro como la deferoxamina ya que inhiben las prolilhidroxilasas de HIF en presencia 
de oxígeno. Bajo estas condiciones HIF1a se transloca al núcleo en donde forma un heterodímero donde forma un heterodímero con HIF1b. Este heterodímero 
se enlaza al elemento de respuesta a hipoxia (HRE) y recluta a los co-transactivadores (p300/CBP) para inducir la expresión de los genes blanco de HIF (v.g. 
VEGF, PDGF, EPO, CAIX, etc), los cuales pueden contribuir a la malignización celular. La actividad transcripcional de HIF1a también se regula por hidroxilación 
del residuo de asparragina 803, catalizada por una asparagil hidroxilasa, denominada también factor inhibidor de HIF (FIH por sus siglas en inglés), y esta 
modificación evita la interacción de HIF1a con los coactivadores transcripcionales p300 y CBP (proteína de unión a CREB por sus siglas en inglés). Modificado 
de Pavlovich, et al., 2004. 
 
 

 

El papel de HIF-3α en la señalización por hipoxia todavía no está del todo claro; se han descrito variantes 

por splicing alternativo, muchas de las cuales pueden interferir con la función de HIF-1α y 2α (Makino, et al., 

2001).  
 

Por otro lado, la eliminación de HIF-2a en líneas celulares VHL -/-, así como la restauración de VHL por 

sí misma, suprime la formación de tumores en ratones desnudos. HIF-2α parece ser necesario y suficiente para 

la patología descrita en modelos de ratones modificados genéticamente en los que se ha silenciado VHL. De 

hecho, los polimorfismos de un sólo nucléotido (SNPs por sus siglas en inglés) de HIF-2α se han relacionado con 

el riesgo de desarrollar cáncer en la población general (Purdue, et al., 2011). La importancia de HIF-2α en la 
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patogénesis de CCR (VHL -/-) puede deberse, al menos en parte, a la habilidad para evadir la acción de proteínas 

como FIH1. Así mismo, es posible que algunos genes que se activan preferencialmente por HIF-2α en vez de 

HIF-1α sean particularmente oncogénicos (Shen, et al., 2013) como es el caso de ciclina D1, c-myc y la vía TGFα 

/receptor de EGF (Gordan, et al., 2007; Bindra, et al., 2002; Smith, et al., 2005). 

 

HIF también puede regularse por otras vías de señalización; por ejemplo, la unión de factores de 

crecimiento a receptores con actividad de tirosin cinasa, incrementan los niveles de la proteína HIF como 

consecuencia de la activación de las vías de PI3K-mTOR y Ras/Raf/MEK/MAPK (Hudson, et al., 2002), vías que 

también parecen ser críticas para el crecimiento y supervivencia celular (Averous, et al., 2006). 

 
1.2.2 Anhidrasa carbónica IX (CAIX) 
 

Entre las moléculas cuya expresión se encuentra sobreregulada por HIF en el CCR, está CAIX, que es 

uno de los marcadores más prometedores, ya que la contribución de esta enzima para mantener las condiciones 
de hipoxia en el microambiente tumoral está correlacionada altamente con el pronóstico clínico del paciente. 

Asimismo, la expresión mínima de CAIX en tejidos normales y su expresión alta en tumores sólidos así como su 

localización en la interface externa de las células tumorales hacen que CAIX se considere también como un 

blanco terapéutico atractivo. 

 

Esta enzima en humanos se encuentra normalmente presente en algunos tejidos como el epitelio del 

tracto gastrointestinal y páncreas aunque también se ha encontrado expresión en epitelio del ovario, células de 

los folículos pilosos y células de la rete testis fetal. En tejido embrionario de pulmón, músculo esquelético e 
intestino, los niveles de CAIX son altos mientras que estos disminuyen en tejido adulto. 

 

La función de CAIX en tejido normal no está bien definida, sin embargo, su expresión se ha encontrado 

asociada principalmente en áreas de bajo pH y alta tasa de proliferación celular, no obstante, el que esta enzima 

se considere como un elemento regulatorio aún no ha sido confirmado. Asimismo, la expresión de CAIX en la 

superficie basolateral de los enterocitos de la cripta del duodeno, yeyuno e íleon, sugiere que podría estar 

involucrada en la proliferación de las células madre del intestino y regulación de algunas funciones metabólicas. 

 
En células tumorales, CAIX está implicada en la supervivencia, proliferación, migración, crecimiento, 

adhesión, regulación de pH y en vías de señalización (Svastova et al., 2012). Esta proteína se expresa 

ectópicamente en carcinomas de pulmón, colon, páncreas, epitelio gástrico, cérvico uterino, cavidad oral 

(cabeza/cuello), vesícula biliar, hígado y cerebro, así como en neoplasmas renales, particularmente de CCRcc 

(Li, Cuilleron et al., 2003; Pastoreková, et al., 2004; Xu, et al., 2010, Nihan, et al., 2011).  

 

La CAIX es una glicoproteína transmembranal homodimérica, cuya región extracelular (DEC) contiene un 
dominio péptido señal (SP) el cual se remueve antes de la maduración de esta enzima (Mahon, et al., 2015), un 
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dominio tipo proteoglicano (PG) crucial para los procesos de adhesión en los cuales la proteína está involucrada 

y un dominio catalítico (CA); tiene, además, un dominio transmembranal (TM) asociado a un segmento 

intracitosólico (IC) (Pastorek, et al., 1994; Opavsky, et al., 1996) (Figura 7). Asimismo, se ha confirmado la 

presencia de un puente disulfuro intermolecular entre los residuos adyacentes Cys137 del homodímero maduro 
y con sitios de glicosilación en Asn309 y Thr78. 

 

El dominio PG de la región extracelular tiene la capacidad de disminuir la interacción entre E-cadherina y 

β-catenina desestabilizando las uniones adherentes, el cual es un evento característico de las células tumorales, 

por lo que puede tener un papel importante en la progresión tumoral inducida por hipoxia (Beavon, et al., 1999; 

Genda, et al., 2000; Svastova, et al., 2003). 

 

El dominio CA de esta enzima produce iones bicarbonato a partir de la hidratación reversible de dióxido 

de carbono, los cuales, al ser transportados por intercambiadores de iones, neutralizan el pH del espacio 

intracelular requerido para la supervivencia de las células cancerosas (Potter, et al., 2004). Al mismo tiempo, los 
protones, como subproducto de la reacción, permanecen en el exterior e incrementan la acidosis extracelular, la 

cual a su vez, se ha asociado con la transformación tumorigénica e invasividad de las células tumorales, ya que 

se ha visto que un pH extracelular bajo favorece la activación de proteasas de la superficie celular como la 

catepsina B y la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9 por sus siglas en inglés), así como la liberación de factores 

de crecimiento y la supresión de la respuesta inmune de las células T efectoras (Rohzim, et al., 1994; Shi, et al., 

2001; Lardner, et al., 2001). Este dominio catalítico, además de poseer actividad enzimática, puede jugar un papel 

importante en la regulación de las interacciones célula-célula, ya que se ha visto que su conformación es muy 

similar a la de un dominio extracelular del receptor tipo fosfatasa de tirosina (RPTP-b por sus siglas en inglés) 

(Barnea, et al., 1993; Beltrán, et al., 2003), el cual actúa como ligando de la molécula de adhesión contactina y 

participa en la regulación de la adhesión célula-célula de agrecanos y moléculas similares (Peles, et al., 1995; 

Potter, et al., 2003). 

 

El dominio extracelular DEC de CAIX, también conocido como proteína soluble s-CAIX o ectodominio, 
puede detectarse en suero y orina en niveles extremadamente bajos en individuos sanos o in vitro en medios de 

cultivo debido al rompimiento proteolítico que separa a la región extracelular del resto de la molécula (Opavsky, 
et al., 1996). Zatovicova y cols. (2005) demostraron que la escición es regulada por la actividad de las 

metaloproteasas de matriz (MMP) o de adamalisinas (ADAMs). La liberación del ectodominio es un fenómeno 

biológico importante que afecta el destino, localización, niveles y funciones de ciertas citocinas, factores de 

crecimiento, receptores, moléculas de adhesión, etc. (Werb y Yan, et al., 1998; Schlondorff y Blobel, et al., 1999). 

En pacientes con CCR sólo se ha encontrado correlación entre los niveles de este dominio en suero con el tamaño 

del tumor, (Zhou, et al., 2010), ya que no es posible detectarse en sangre pocos días después de la nefrectomía 
(Zavada, et al., 2003).  
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El dominio intracitosólico IC de CAIX está involucrado en vías de señalización celular que caracterizan al 

CCRcc. Se ha reportado que CAIX se fosforila en el residuo de tirostina 449 del segmento intracitosólico y se 

asocia con la subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K por sus siglas en inglés) de manera dependiente 

de EGF en líneas celulares de CCR (SKRC-01, 08 y 17) (Dorai, et al., 2005). 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Modelo de la estructura del dímero de CAIX en la membrana celular (A). Estructura del gen de CAIX y dominios de la 
proteína (B). El gen de CAIX, localizado en el cromosoma 17, contiene 11 exones (color rosa), los cuales codifican para el péptido señal 
(SP), dominio proteoglicano (PG), dominio catalítico (CA) que en conjunto forman el dominio extracelular (DEC), así como el dominio 
transmembranal (TM) y el segmento intracitosólico (IC). CAIX cataliza la hidratación de CO2 pericelular asegurando la producción elevada de 
iones bicarbonato los cuales están disponibles para la entrada directa a la célula por los transportadores. Esto permite la neutralización 
intracelular del pH requerida para la supervivencia de las células tumorales. Al mismo tiempo, la acidificación del pH extracelular por los 
protones producidos en la reacción de hidratación del CO2 que permanecen en el espacio pericelular, favorecen el crecimiento y la invasividad 
de las células tumorales. A=Intercambiadores de aniones y/o co-transportadores Na+bicarbonato, CA II: Anhidrasa carbónica II (Pastorek et 
al., 1994; Opavsky, et al., 1996).  
 

 

La sobreexpresión de CAIX en la mayoría de los tipos de cáncer, se ha asociado con la agresividad del 

tumor y con un pronóstico clínico pobre, en cambio, en el CCRcc si existe o no una correlación entre su expresión 

y el pronóstico clínico aún es controversial. Algunos estudios sugieren que CAIX podría ser un biomarcador 

razonable de pronóstico ya que la expresión de esta proteína se ha detectado en el 70-96% de las muestras de 

CCRcc estudiadas y se ha demostrado que es una de las consecuencias directas de la mutación del gen VHL. 

De hecho, se ha utilizado una combinación de los niveles de expresión de CAIX y el status mutacional de VHL 
para dividir a los pacientes con CCRcc en tres grupos con pronóstico diferente: a) los pacientes que presentan 

mutaciones en VHL y una expresión alta de CAIX que tienen un pronóstico favorable (supervivencia de 2 años 

del 86%), b) aquéllos que presentan mutaciones en VHL o una expresión alta en CAIX se relacionan con un 

pronóstico clínico intermedio (supervivencia de 2 años del 69%), y c) los pacientes en los que existe ausencia de 

mutaciones en VHL y niveles bajos de CAIX que tienen un pronóstico clínico pobre (supervivencia de 2 años de 

45%) (Patard, et al., 2008).  
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1.3 ESTRÉS OXIDANTE Y CÁNCER 
 

Las especies reactivas de oxígeno (EROs) tienen diversas funciones esenciales en el organismo como 

la regulación de varias vías de señalización, inflamación, eliminación de patógenos y metabolismo de 

xenobióticos, etc. Existen varios mecanismos endógenos que generan EROs, ya sea por reacciones que forman 
parte de la cadena respiratoria o como subproductos del metabolismo y síntesis de ácidos grasos y reacciones 

biosintéticas incluyendo aquéllas del complejo NADPH oxidasa, del citocromo P-450, de la lipooxigenasa, de 

ciclooxigenasa, de xantina oxidasa, entre otras. En condiciones fisiológicas, los niveles de EROs se mantienen 

bajos y en equilibrio con moléculas reductoras, no obstante, cuando se altera este equilibrio, ya sea por elevación 

de la producción de EROs o por disminución de las defensas antioxidantes, esta condición es conocida como 

estrés oxidante. Un incremento moderado en las EROs cambia el potencial redox de la célula, y puede modificar 

la expresión génica promoviendo la proliferación y diferenciación, mientras que cantidades excesivas de estas 

moléculas ocasionan daño al ADN, lípidos y proteínas conduciendo muerte celular (Cairns, et al., 2011). 
 

El daño oxidante al ADN incluye el rompimiento de una o ambas cadenas, modificaciones a las bases y 

desoxirribosas y entrecruzamiento. Las modificaciones al ADN pueden conducir cambios en la información 

genética, los cuales incluyen mutaciones puntuales, deleciones, inserciones o translocaciones cromosomales que 

pueden causar la activación oncogénica y la inactivación de genes supresores de tumores conduciendo al proceso 

de carcinogénesis (Toyokuni, et al., 2006). Así mismo, las EROs pueden reaccionar directamente con los lípidos, 

generando productos que, a su vez, reaccionan con las proteínas y el ADN. Por ejemplo, en los ácidos grasos 
poliinsaturados los dobles enlaces pueden ser oxidados por las EROs para producir radicales peróxilos e 

hidroperóxidos, proceso conocido como peroxidación lipídica (Rice-Evans, et al.,1993). Una vez que la 

lipoperoxidación se inicia, se da una reacción en cadena mediada por radicales libres y dividida en iniciación, 

propagación y terminación (Gago-Dominguez, et al., 2005). Los productos finales de la lipoperoxidación resultan 

en la formación de varios aldehídos como el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). 

 

Las EROs alteran directamente la función y estructura de las proteínas mediante la modificación de 

aminoácidos críticos, induciendo la dimerización de polipéptidos y/o interactuando con grupos prostéticos como 
los Fe-S u otros complejos metálicos. La modificación de estos aminoácidos dentro del dominio funcional de 

proteínas puede ocurrir de diferentes maneras. El mecanismo mejor descrito son las modificaciones que 

involucran los residuos de cisteína, cuyo grupo sulfhidrilo puede oxidarse a la forma sulfénica, sulfínica, sulfónica 

o derivados S-glutationilados. Estas alteraciones pueden modificar la habilidad de los factores de transcripción a 

enlazarse al ADN ó la actividad de una enzima sobretodo si el residuo de cisteína se encuentra localizado en el 

dominio catalítico. Así mismo, dos o más residuos de cisteína dentro de la misma proteína pueden oxidarse para 

formar puentes disulfuro intra o intermoleculares alterando la conformación de la proteína. Este daño a proteínas 

puede tener también otras consecuencias biológicas significativas, como la alteración en la homeostasis iónica y 
la concentración de calcio y potasio intercelular si el daño es en las proteínas transportadoras de membrana o 
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bien modificar la transducción de señales si se alteran proteínas receptoras ó de uniones comunicantes. En otros 

casos la alteración en la estructura de la proteína puede hacerlas susceptibles a la ubiquitinación y degradación.  

 

La mayoría de los tipos celulares generan bajas cantidades de EROs cuando reciben estímulos de 
citocinas, factores de crecimiento u hormonas, como por ejemplo, de IL1, 3, 6, TNF, angiotensina II, PDGF, TGF-

1GM-CSF y FGF-2, entre otros. Con esto se asume que la iniciación y/o el funcionamiento apropiado de varias 

vías de señalización, depende de la acción de las EROs a diferentes niveles en las cascadas de transducción de 

señales, por lo que las EROs pueden jugar un papel importante a nivel fisiológico como segundos mensajeros. 

 

Las EROs promueven el desarrollo tumoral de diversas maneras: mediante la activación de factores de 

transcripción como AP-1 y NF-kB, fosfatasas de tirosina, cinasas de las familias Src, JNK y p38 MAPK y la 

actividad de la cinasa del receptor de insulina. Probablemente los efectos de los metales y EROs mejor estudiados 

sobre las vías de señalización se han observado en las cinasas de proteína activadas por mitógenos (MAPK): el 

estado redox de los grupos tiol puede regular la fosforilación de EGFR, el cual inicia la activación de la cascada 
de señalización de Ras que a su vez activa la cascada de las MAPK. La activación de MAPK induce la activación 

de factores de transcripción, que controlan la expresión de genes protectores que reparan el daño al ADN, ponen 

en marcha la acción del sistema inmune, provocan la inhibición de la proliferación en células dañadas y la 

apoptosis inducida. 

 

1.3.1 Estrés oxidante en el CCR 

Como en muchas neoplasias, el estrés oxidante está implicado en la patogénesis del CCR. Entre los 

estudios que han evaluado el estrés oxidante en pacientes con este cáncer, se ha observado un incremento 
significativo de EROs y NO en sangre respecto a los encontrados en sujetos normales o con tumores benignos. 

Así mismo, en tejido tumoral se han encontrado niveles aumentados de MDA como marcador de peroxidación 

lipídica comparado con los encontrados en tejido renal sano. Además, se ha observado una correlación entre los 

niveles de estrés oxidante tanto en tejido tumoral como a nivel sistémico con el grado y estadío tumoral y estos 

disminuyen después de la resección del tumor, en cambio, en pacientes con metástasis se ha encontrado que 

los niveles de estrés oxidante se encuentran aumentados de manera persistente (Ganesamoni, et al., 2012). En 

otro estudio se reportó el incremento en los niveles de 3-nitrotirosina en el 77.6% de las muestras de tumores de 
CCR analizadas lo que se asoció con tumores renales de alto grado (Soini, et al., 2006). 

 

Por otro lado, se ha observado que los pacientes que han recibido diálisis renal durante periodos largos, 

tienen una incidencia anual promedio sustancialmente mayor de presentar CCR que la población en general, y el 

riesgo parece incrementarse con el aumento de los tratamientos de diálisis. (Brennan, et al., 1991; Chadhoke, et 

al., 1992). Estos pacientes muestran una sobreexpresión de iNOS, COX-2 y 8-OHdG lo cual indica que la 

presencia de estrés oxidante, y sugiere fuertemente que este juega un papel importante en la génesis del CCR 

inducido por diálisis (Hori, et al., 2007). 



M. en C. Chabetty Yadira Vargas Olvera 

28 �  
 

 

 
1.4 MODELO EXPERIMENTAL DE CARCINOGÉNESIS RENAL 
 

Los estudios en modelos animales pueden ser muy valiosos para lograr un entendimiento significativo de 

los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de una enfermedad bajo condiciones controladas y para 

identificar factores responsables de resistencia a la terapia, ya que es difícil realizar este tipo de estudios en los 
pacientes. Así mismo, pueden ser utilizados para la identificación y validación de biomarcadores, lo cual es de 

gran trascendencia para lograr un diagnóstico oportuno y más exacto, así como para establecer un pronóstico 

más acertado. Sin embargo, es ideal que los modelos imiten el comportamiento clínico y biológico tanto como 

sea posible para poder extrapolar los hallazgos al paciente. 

 

Uno de los modelos utilizados para el estudio de carcinogénesis renal, y en donde se ha encontrado la 

participación del estrés oxidante, es el modelo de carcinoma de túbulo proximal renal inducido por el compuesto 

nitrilotriacetato de hierro (FeNTA). Este compuesto formado por complejación del ácido nitrilotriacético con Fe3+, 
se utilizó originalmente en modelos experimentales de hemocromatosis (Awai et al., 1979). Estos autores 

encontraron que este compuesto se transporta eficientemente a las células del parénquima de varios órganos 

como el riñón y el páncreas. Un año después Okada y Midorikawa (1982) descubrieron que el FeNTA también 

inducía cáncer renal, encontrando que varios animales morían de hemorragia peritoneal, de CCR o por metástasis 

pulmonar. En estudios posteriores se observó que este compuesto induce necrosis tubular proximal renal aguda 

y subaguda con la incidencia subsecuente del 60-92% de adenocarcinoma en ratas y ratones (Hamazaki, et al., 

1986). Otros estudios realizados con ratas macho y hembra han demostrado que las ratas macho son más 
susceptibles a la toxicidad subaguda y efectos carcinogénicos del FeNTA, lo que coincide con la mayor incidencia 

de CCR en hombres que en mujeres (Deguchi et al., 1995). Por otro lado, en estudios en donde se administra 

una dosis única de N-dietilnitrosamina (DEN) como iniciador tumoral en el protocolo de inducción de cáncer renal 

por FeNTA, se ha visto que se requiere menor tiempo de tratamiento para inducir el cáncer y el número de 

animales con CCR aumenta (Athar et al., 1998). Las nitrosaminas se han reconocido como moléculas inductoras 

de cáncer y son compuestos N-alquilados que requieren de activación enzimática para transformarse en 

compuestos carcinógenos que actúen sobre el ADN. Estas biotransformaciones generalmente involucran 

reacciones de oxidación mediadas por el citocromo P450. La activación de este tipo de compuestos da lugar a 
moléculas como el diazometano, el cual se considera como intermediario en la acción de estos compuestos sobre 

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

 

Aunque este modelo de carcinogénesis renal inducido por DEN+FeNTA es un modelo aceptado, no está 

bien caracterizado. La mayoría de las investigaciones realizadas se han enfocado en estudios a corto plazo, y en 

aquellas que involucran el tratamiento crónico no se han determinado las alteraciones a nivel molecular que 

ocurren durante el proceso de carcinogénesis, las etapas de desarrollo del cáncer no están definidas e, incluso, 

existen discrepancias entre los autores sobre el subtipo histológico de CCR que se induce. 
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Los mecanismos específicos de nefrotoxicidad y carcinogenicidad inducidos por FeNTA no están claros 

hasta el momento, sin embargo, se sabe que la generación de EROs mediante la reacción de Fenton-Haber 

Weiss también está involucrada. Se ha sugerido, que ll FeNTA, como molécula de bajo peso molecular, se filtra 

fácilmente a través del glomérulo hacia el lumen de los túbulos proximales renales (Toyokuni, et al., 1996). En 
este compartimento el Fe3+NTA se reduce a Fe2+NTA por los productos de degradación del glutatión como la 

cisteína o la cisteinglicina. En la superficie del túbulo proximal, la enzima g-glutamiltranspeptidasa hidroliza al 

glutatión a cisteinilglicina, la cual es degradada rápidamente a cisteína y glicina mediante una dipeptidasa. Se ha 

propuesto que los grupos tiol de estos aminoácidos actúan como reductores del Fe3+ a Fe2+. La oxidación del 

FeNTA genera radicales superóxido que potencían las reacciones de Haber-Weiss catalizadas por hierro para 

producir radicales hidroxilo, conduciendo a la peroxidación lipídica, daño a proteínas y al ADN (Tsuchiya, et al., 
2005) (Figura 8).  

 

 
Figura 8. Mecanismo propuesto de toxicidad renal inducida por FeNTA (Modificado de Toyokuni, et al., 1996)  

GSH: Glutatión, SOD: Superóxido dismutasa, g-GTP: g-glutamil transpeptidasa 
 

 
Entre los efectos oxidativos que se han demostrado en riñón se incluyen alteraciones de bases del ADN 

como la 8-hidroxidesoxiguanosina, entrecruzamientos timina-tirosina, generación de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico, aldehídos mutagénicos saturados e insaturados como el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y 

malondialdehído (MDA) y proteínas modificadas por HNE o MDA (Aruoma, 1989; Toyokuni, 1994). Por otra parte, 

también se ha demostrado que el FeNTA disminuye la actividad de la NADPH quinona oxidoreductasa renal y 

hepática lo cual produce un incremento en el contenido de proteínas carboniladas (Iqbal, et al., 1997) e induce la 

producción de un metabolito clastogénico del ácido araquidónico, la prostaglandina F2a en el riñón, el cual, a su 

vez, ayuda mantener la hiperplasia del tejido (Iqbal, et al., 1997).  
 
 

Uno de los productos de la peroxidación lipídica, considerado como el más citotóxico (Iqbal, et al., 1999), 

es el hidroxinonenal (HNE). Este metabolito muestra varios efectos genotóxicos y mutagénicos debido a su fácil 
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reactividad con moléculas biológicas, incluyendo proteínas, las cuales se han observado principalmente en los 

túbulos proximales renales de ratas tratadas con FeNTA (Uchida, et al., 1993). Así mismo, se ha demostrado que 

la peroxidación lipídica induce la formación de 8-hidroxiguanosina (8-OhG) (Park, et al., 1992), e 

interesantemente, se ha reportado que el FeNTA incrementa la formación de 8-OhG sólo en el riñón, lo que abre 
la posibilidad de que la formación de HNE pueda proveer una relación entre la peroxidación lipídica y el daño 

oxidante al DNA (Toyokuni, et al., 1994).  

 

En cuanto a los análisis moleculares en este modelo, Nishiyama y cols. (1995) encontraron una baja 

incidencia de mutaciones en los oncogenes H-, K- y N ras y en el gen supresor de tumores p53; lo cual sugiere 

que no son los principales participantes en la carcinogénesis inducida por FeNTA. Posteriormente Toyokuni y 

cols. (1998) reportaron que tampoco existían mutaciones en el gen de VHL (comúnmente mutado en el CCR 
humano) en ninguna de las muestras de tumores que analizaron, y que los tumores con histología de células 

claras fueron poco frecuentes, y que cuando se presentaban, se encontraban con otras variantes histológicas, y 

que el 17.6% de los tumores estudiados se encontraba mezclado con un subtipo de morfología granular. Por otro 

lado, se ha demostrado que el estrés oxidante crónico puede inducir la sobreexpresión del receptor de fosfatasa 

de residuos de tirosina β (ptprz1), la cual induce la expresión de ciclina D1 y c-myc a nivel de ARNm y proteína a 

través de la vía de β-catenina. 

1.5 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES 

 
La participación del estrés oxidante en el cáncer ha conducido al uso de compuestos antioxidantes para 

su prevención o como alternativa de tratamiento. Entre los compuestos que presentan estas propiedades, existe 

evidencia que ha demostrado una relación inversa entre el consumo de alimentos derivados de plantas ricos en 

fitoquímicos y la incidencia de cáncer (Miller et al., 2014). Los fitoquímicos son compuestos naturales sintetizados 

como metabolitos secundarios en las plantas, representando una fuente importante de moléculas con un amplio 

rango de implicaciones terapéuticas. Estos compuestos son reguladores importantes de procesos patológicos 

clave incluyendo el cáncer, debido a que son capaces de modular la inactivación o activación funcional de 
oncogenes y genes supresores de tumores. Otros eventos celulares y moleculares regulados por estos 

fitoquímicos quimiopreventivos también incluyen apoptosis, ciclo celular, proliferación celular, reparación del ADN, 

diferenciación, destoxificación por enzimas xenobióticas metabólicas, angiogénesis y metástasis (Chikara et al., 

2018). Aunado a esto, en particular, la mitigación de la tumorogénesis mediada por estrés oxidante es uno de los 

mecanismos por los cuales estos compuestos ejercen su efecto potencial contra el cáncer. 

 

Entre los fitoquímicos que han tenido una mayor atención considerando que tienen un gran efecto 

antioxidante se encuentran los polifenoles, estas moléculas pueden actuar como antioxidantes ya sea por 
atrapamiento directo de las especies reactivas de oxígeno o por quelación de metales de trancisión; o 

indirectamente sobreregulando la actividad de las enzimas antioxidantes. Los compuestos polifenólicos se han 

considerado como las responsables de la actividad antiinflamatoria y quimiopreventiva de fuentes naturales 
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incluyendo la eliminación de agentes carcinogénicos, la modulación de las vías responsables en la señalización 

de células cancerosas, en la progresión del ciclo celular y en la promoción de la apoptosis (Grosso et al., 2018). 

 

1.6 GENERALIDADES SOBRE LA ESPECIE Tamarindus indica 

 

          El tamarindo (Tamarindus indica L) es una planta que pertenece a la familia Leguminosae caesalpiniaceae 

y se considera especie nativa de África, pero se ha naturalizado al norte y sur de América desde Florida hasta 

Brasil. Es un recurso importante en varias partes del mundo por sus usos culinarios, como planta ornamental o 

como árbol de sombra. En la medicina tradicional de India, Africa, Pakistán, Bangladesh, Nigeria y en la mayoría 

de los países tropicales, diferentes partes del tamarindo se han utilizado para aliviar el dolor abdominal, diarrea, 

disentería, malaria, fiebre, enfermedades oculares, inflamación, u otros usos como digestivo, carminativo, laxante, 

expectorante, etc. (Bhadoriya, et al., 2011). En estudios biológicos, los extractos elaborados a partir de la semilla 
de tamarindo han mostrado una mayor actividad antioxidante que aquéllos preparados a partir del pericarpio 

comparados con el ácido ascórbico en diferentes sistemas (Tsuda, et al., 1993; Siddhuraju, et al., 2007; Havinga, 

et al., 2010). Además, se ha demostrado que extractos acuosos de la semilla de tamarindo presentan potentes 

propiedades antidiabéticas y antiinflamatorias (Maiti, et al., 2004 y 2005), y disminuyen significativamente los 

niveles de colesterol total y triacilgliceroles, y la producción de óxido nítrico inducida por lipopolisacárido (LPS) e 

IFN-γ tanto in vitro como in vivo (Komutarin, et al., 2004). 

 
Así mismo, se ha visto que la semilla de tamarindo es capaz de neutralizar los efectos causados por el 

veneno de la serpiente (V. russelli) como la degradación de la cadena Bb de fibrinógeno humano y la hemólisis 

indirecta, y se considera como fuente potencial de inhibidores de la fosfolipasa A2 (PLA2), metaloproteinasas, 

serin proteasas, hialuronidasas y 5’-nucleotidasas, enzimas presentes en el veneno de serpiente y que son 

responsables de ocasionar daño tisular local, inflamación e hipotensión (Ushanandini, S., et al., 2006). 

 

Las propiedades antioxidantes del pericarpio y semillas de tamarindo reportadas en la literatura se han 

atribuído al alto contenido de compuestos polifenólicos (Sudjaroen, et al., 2005). Tsuda y cols. reportaron en 1994 
que la cáscara de semilla contiene antioxidantes polifenólicos como 2-hidroxi-3´,4´-dihidroxiacetofenona, metil 

3,4-dihidroxibenzoato, 3,4-dihidroxifenilacetato y epicatequina. Posteriormente, en otros estudios se reveló la 

presencia de otros compuestos principalmente en la semilla entre los que destacan la procianidina B2, 

epicatequina, taninos y procianidinas oligoméricas. Así mismo, se demostró que las semillas tienen un mayor 

contenido de polifenoles respecto al pericarpio (Pumthong, et al., 1999; Sudjaroen, et al., 2005) (Figura 9). 

 

Por otra parte, algunos de los compuestos polifenólicos mencionados han demostrado tener propiedades 

anticancerígenas. Por ejemplo, la procianidina B2 inhibe la oxidación del ADN en presencia de Fe2+ y H2O2 
(Sakano, et al., 2005), promueve la apoptosis en células de carcinoma de mama y próstata (Agarwal, et al., 2007) 

y activa la producción de caspasa-3 en células de melanoma (Sakano, et al., 2005). También se ha encontrado 
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que esta procianidina puede regular negativamente a algunas cinasas como ERK, JNK y p38MAPK, evitando la 

activación de oncogenes relacionados; además, puede estabilizar a IkB, regulador de la actividad del factor de 

transcripción NF-kB vinculado con carcinogénesis (Zhang, et al., 2006). Otro de los principales polifenoles 

contenidos en la semilla del tamarindo es la catequina, y se ha demostrado que diminuye los niveles intracelulares 
de OH· y H2O2, y promueve la estabilización de IkB (Agarwal, et al., 2006); también se sabe que puede inducir la 

activación de p53 permitiendo que se lleve a acabo la apoptosis en células malignas de cerebro N9 (Huang, et 

al., 2004; Mackenzie, et al., 2005). 

 

En estudios agudos in vitro realizados en nuestro laboratorio con un extracto etanólico de semilla de 

tamarindo (EST) se demostró que posee un alto contenido de compuestos polifenólicos y una notable inactivación 

del radical superóxido, además de que presenta una buena estabilidad a largo plazo. Asimismo, en estudios 
agudos in vivo se encontró que el extracto administrado durante 15 días a las dosis de 100 mg de fenoles 

totales/kg/día no tiene efectos pro-oxidantes o antinutricionales, y disminuye el aumento en los niveles de peróxido 

de hidrógeno en riñón inducido una hora después de la administración de FeNTA, tiempo en el que se ha 

encontrado mayor estrés oxidante (Vargas-Olvera, 2009).  

                                                                              
                                                                                                     2-hidroxi-3’4’ –                  3’4’ –dihidroxifenilacetato 
                                                                                               dihidroxiacetofenona                     (Tsuda et al., 1994)  
                                                                                                 (Tsuda et al., 1994)  

 

 

 
                                                                                              

                                                                            metil 3’4’-dihidroxibenzoato                     (-) Epicatequina 

                                                                                                 (Tsuda et al., 1994)                     (Sudjaroen et al., 2005;               
                                                                                                                                                          Tsuda et al., 1994) 

           
                                                                                                                 

                                                                                        

  
 

 

 
 

 

 
 

                  Polímero de procianidinas                                                              Procianidina B2                                                                                                                                            
                    (Sudjaroen et al., 2005)                                                        (Sudjaroen et al., 2005) 
 
 

Figura 9. Compuestos presentes en la semilla de Tamarindus indica L. 
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II. JUSTIFICACIÓN 
 

El CCR presenta varias complicaciones como gran dificultad de diagnóstico en etapas tempranas, 

heterogeneidad de subtipos histológicos, ausencia de marcadores específicos, así como una terapia ineficiente 

hasta el momento y, como consecuencia, este cáncer cursa con una alta mortalidad.  
 
En este contexto, el contar con un modelo experimental de carcinogénesis renal puede ser muy valioso, 

ya que, por ejemplo, podría conducir a la elucidación de mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo 

de esta neoplasia y permitiría encontrar marcadores exclusivos, los cuales podrían asociarse con el subtipo 

histológico y monitorearse en diferentes etapas de desarrollo del CCR. Lo anterior, ayudaría a aumentar la 

posibilidad de un diagnóstico oportuno, a identificar nuevos blancos terapéuticos que lleven a un tratamiento más 

eficaz, a lograr una predicción de la supervivencia más exacta, e idealmente, aumentar la calidad de vida del 

paciente con CCR. Por lo anterior, es importante caracterizar las alteraciones histológicas y moleculares que 
ocurren en el modelo experimental y evaluar si existe similitud con aquéllas que se han reportado en el CCR 

humano, lo que llevaría a determinar la pertinencia del modelo como una herramienta para el estudio de esta 

neoplasia.  

 
Uno de los modelos experimentales de carcinogénesis renal es el modelo de carcinoma de túbulo 

proximal renal inducido por FeNTA. Una administración intraperitoneal de este compuesto produce necrosis 

tubular aguda, pero exposiciones repetidas llevan al desarrollo de cáncer renal. Se ha demostrado que en la 

carcinogenicidad del FeNTA está involucrada la generación de EROs, lo cual también ocurre con los principales 
factores de riesgo del CCR (tabaquismo, obesidad e hipertensión); sin embargo, el modelo no está bien 

caracterizado considerando por ejemplo, que no se han establecido los mecanismos moleculares que participan 

en la carcinogénesis, no está claro el subtipo histológico de CCR que se desarrolla y no se ha estudiado el 

comportamiento del estrés oxidante provocado por el FeNTA durante la carcinogénesis. Más aún, el hecho de 

que el estrés oxidante esté implicado en el desarrollo de cáncer renal por exposición a FeNTA, al igual que en 

muchos tipos de neoplasias en el humano, hace que el modelo adquiera mayor relevancia para elucidar 

mecanismos celulares que relacionan el estrés oxidante con la carcinogénesis en general. 
 
Por otro lado, la demostración de la participación del estrés oxidante en el cáncer ha conducido al uso de 

compuestos antioxidantes para su prevención o como alternativa de tratamiento. Los compuestos polifenólicos 

han mostrado tener gran capacidad antioxidante y propiedades anticancerígenas. Entre las plantas que presentan 

un alto contenido de compuestos polifenólicos se encuentra la especie Tamarindus indica L., conocida 

popularmente como tamarindo. Aunque esta planta se utiliza en la medicina tradicional, los estudios científicos 

sobre sus aplicaciones terapéuticas son escasos y no se han investigado sus posibles propiedades preventivas 

del desarrollo de cáncer. En nuestro laboratorio hemos preparado un extracto en polvo de semillas tamarindo 

(EST) con un alto contenido de fenoles y gran capacidad antioxidante. Así mismo, consideramos que las semillas, 
en vez de eliminarse como producto de desecho, podrían constituir un recurso importante de agentes 

antioxidantes con potencial quimiopreventivo y de muy bajo costo. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
 
Hipótesis 
 

• El CCR inducido en el modelo de carcinogénesis renal por DEN+FeNTA presentará características 

histológicas y moleculares similares a las encontradas en el CCR humano, y las alteraciones moleculares 

se observarán desde etapas tempranas. 

• Un extracto de semillas de tamarindo ofrecerá protección contra las alteraciones observadas. 

 
 
Objetivos 
 

§ Preparar un extracto de semillas de tamarindo (EST) y confirmar su capacidad antioxidante. 

§ Determinar si el EST protege contra la nefrotoxicidad aguda inducida por FeNTA. 

§ Establecer el subtipo histológico de CCR de los tumores inducidos en el modelo de carcinogénesis renal 

por exposición a FeNTA. 

§ Identificar el tiempo de exposición del carcinógeno para poder estudiar etapas tempranas de la 
carcinogénesis renal. 

§ Evaluar el comportamiento del estrés oxidante y de la función renal en diferentes etapas del desarrollo 

del CCR en este modelo. 

§ Dependiendo del subtipo histológico de CCR identificado, analizar si el comportamiento de moléculas que 

se han visto alteradas en tumores humanos es similar en los tumores experimentales. 

§ Dar seguimiento a las alteraciones de las moléculas anteriores en diferentes etapas de la carcinogénesis. 

§ Investigar si el EST puede prevenir o disminuir el desarrollo del cáncer renal y si tiene efecto sobre las 

alteraciones moleculares que se encuentren durante el desarrollo del CCR. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

4.1 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

4.1.1 Protocolo de nefrotoxicidad aguda 
 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (106-112 g) alimentadas con dieta estándar y agua ad libitum. 
Los grupos experimentales se describen en la Tabla 2. El EST se disolvió en el agua de beber en la cantidad 

necesaria para administrar una dosis de 100 mg de equivalentes de ácido gálico (EAG)/kg/día desde 16 días 

previos a la administración de DEN y durante todo el estudio. La dosis del EST utilizada se estableció con base 

en resultados previos en nuestro laboratorio (Vargas-Olvera, 2009). La DEN se utilizó como iniciador tumoral, ya 

que se ha visto que con el uso de este compuesto se requiere menor tiempo de tratamiento para inducir el cáncer 

y aumenta el número de animales con CCR que con la administración únicamente del promotor tumoral 

FeNTA  (Athar, et al., 1998; Jahangir, et al., 2006). Catorce días después del tratamiento con  DEN (200 mg/kg 

i.p.), se administraron 2 dosis de 9 mg Fe/Kg de FeNTA con 72 horas de diferencia entre ellas vía intraperitoneal. 
Las ratas se sometieron a eutanasia 24 horas después de la segunda administración de FeNTA y se obtuvieron 

las muestras de corteza renal y suero para la evaluación histológica y determinación marcadores de estrés 

oxidante y de función renal (Figura 10). El procesamiento de las muestras se describe en el apartado de cada 

técnica. 

 
 

Tabla 2. Grupos de estudio y esquema de tratamiento del protocolo de nefrotoxicidad aguda 
Grupo No. de animales Esquema de tratamiento 

Control 10 Vehículos 

 

EST 
10 Dosis diarias de EST (100 mg de EAG/kg/día) en el agua de beber  

durante todo el estudio 

DEN 10 Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

 
 

DEN+FeNTA 

 

 
24 

 

Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

Dos dosis de FeNTA i.p. (9 mg Fe/kg) con 72 horas de diferencia entre 
estas 

     
 
 

EST+DEN+FeNTA 

 
 
 

24 

EST (100 mg de EAG/kg/día) 16 días antes de la administración de 
DEN y durante todo el estudio 

Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

Dos dosis de FeNTA i.p. (9 mg Fe/kg) con 72 horas de diferencia entre 
estas 

DEN: N-dietilnitrosamina, EST: extracto de semillas de tamarindo, FeNTA: nitrilotriacetato de hierro, EAG: equivalentes de ácido gálico (Ver sección 
4.2.2), i.p. intraperitoneal. 
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PROTOCOLO DE NEFROTOXICIDAD AGUDA 

        
Figura 10. Esquema de tratamiento del protocolo de nefrotoxicidad aguda. EST: extracto de semillas de tamarindo, EAG: 
equivalentes de ácido gálico, DEN: N-dietilnitrosamina, FeNTA: nitrilotriacetato de hierro. El día de la primera administración de FeNTA se 
consideró como el día cero. 
 
 

4.1.2 Protocolo de carcinogénesis renal 
 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (70-80g) alimentadas con dieta estándar y agua ad libitum, y 

los grupos experimentales se describen en la Tabla 3. El esquema de desarrollo de cáncer renal en ratas 

comprendió los mismos esquemas de tratamiento descritos en el protocolo de nefrotoxicidad aguda a excepción 

del tratamiento con FeNTA, el cual se administró durante 4 meses dos veces a la semana con aumentos graduales 

en la dosis cada semana (desde 3 mg Fe/kg hasta 9 mg Fe/kg) y las ratas recibieron la eutanasia por decapitación 

8 semanas después de haber terminado el esquema de tratamiento con FeNTA, es decir 6 meses después de la 

primera administración del FeNTA (Figura 11). Con la finalidad de identificar etapas tempranas del proceso 
carcinogénico, algunos animales se sometieron a eutanasia después de 1 y 2 meses de tratamiento con el 

carcinógeno, y al final de cada tiempo de estudio se obtuvieron muestras de tejido renal, sangre y orina para 

realizar los análisis histológicos y determinar alteraciones moleculares, marcadores de estrés oxidante y función 

renal.  

 

4.1.3 Análisis histológicos 
 

Los análisis histológicos se realizaron al final del protocolo de nefrotoxicidad aguda y en todos los tiempos 

de estudio del protocolo de carcinogénesis renal. En las muestras obtenidas al final del protocolo de 
carcinogénesis renal se determinó el subtipo histológico en los tumores de CCR con base en la apariencia 

macroscópica así como en la morfología presentada en las células tumorales teñidas con hematoxilina-eosina 

(OMS, 2004; Mancini et al., 2008). El grado de avance de los tumores se evaluó utilizando el sistema de grado 

nuclear Fuhrman descrito en la figura 12 (Thomas et al., 2008; Fuhrman, et al., 1982; Skinner, et al., 1971), así 

como el tamaño del tumor, el cual se evaluó utilizando una escala del 1 al 5, en la que los números 1,2,3,4,5 

representan tumores con un diámetro máximo de 0.5-2mm, 2.5-3mm, 4-5mm, 6mm y 15-45 mm respectivamente. 
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Tabla 3. Grupos de estudio y esquema de tratamiento del protocolo de carcinogénesis renal 
Grupo No. de animales Esquema de tratamiento 

Control 6 Vehículos 

 
EST 

 
5 

Dosis diarias de EST (100 mg de EAG/kg/día) en el agua de beber  
durante todo el estudio 

 
DEN 

 
5 

Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

 
FeNTA 

 
8 

FeNTA i.p. 2 veces por semana durante 16 semanas con aumento 
gradual en la dosis* 

 
 

DEN+FeNTA 

 
 

24 

Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

FeNTA i.p. 2 veces a la semana durante 16 semanas con aumento 
gradual en la dosis* 

 
 
 

EST+DEN+FeNTA 

 
 
 

24 

EST (100 mg de EAG/kg/día) en el agua de beber 16 días antes de la 
administración de DEN y durante todo el estudio 

Dosis única de DEN i.p. (200 mg/kg) 14 días antes de la primera 
administración del FeNTA 

FeNTA i.p. 2 veces a la semana durante 16 semanas con aumento 
gradual en la dosis* 

*Primera semana: 3 mg Fe/Kg, segunda semana: 5 mg Fe/Kg, tercera semana: 7 mg Fe/Kg, cuarta semana y hasta las 16 semanas: 9 mg Fe/Kg. 
DEN: N-dietilnitrosamina, EST: extracto de semillas de tamarindo, FeNTA: nitrilotriacetato de hierro, EAG: equivalentes de ácido gálico (Ver sección 
4.2.2) i.p. intraperitoneal. 

 

PROTOCOLO DE CARCINOGÉNESIS RENAL 

 
Figura 11. Esquema de tratamiento del protocolo de carcinogénesis renal. EST: extracto de semillas de tamarindo, EAG: 
equivalentes de ácido gálico, DEN: N-dietilnitrosamina, FeNTA: nitrilotriacetato de hierro. El día de la primera administración de FeNTA se 
consideró como el día cero. 
 

 

4.1.4 Determinación de marcadores de función renal 
 

Una de las consecuencias más comunes de la deficiencia en la función renal es la excreción incorrecta 

de diversos metabolitos entre los que encuentran la creatinina y la urea. La excreción inadecuada de urea provoca 
el aumento de la cantidad de nitrógeno en sangre (nitrógeno ureico sanguíneo o BUN por sus siglas en inglés), y 
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la creatinina es un producto final del metabolismo de la creatina. Por lo anterior, tanto el BUN como la creatinina 

se determinaron bajo los procedimientos descritos en la sección de técnicas (4.2.5). 

Grado 1 Grado 2 

 
Núcleo redondo y uniforme (~10 µm), con nucléolo 

inconspicuo o ausente 

 
Núcleo ligeramente irregular (~15 µm)  

con nucléolo evidente 
 

Grado 3 Grado 4 

 
Núcleo muy irregular (~20 µm) con nucléolo grande y 

prominente 

 
Núcleo bizarro y multilobulado (> 20 µm) con  
nucléolo prominente y cromatina condensada 

 
Figura 12. Clasificación Fuhrman basada en la morfología del núcleo así como contenido y prominencia de nucleólos. 
Fotomicrografías de CCRcc humano teñidas con hematoxilina-eosina (10X) tomadas de Thomas, et al., 2008. 
 
4.1.5 Evaluación de marcadores de estrés oxidante 
 

Las determinaciones que se consideraron para evaluar el estrés oxidante en tejido renal en el protocolo 

de nefrotoxicidad aguda fueron la cuantificación de peróxido de hidrógeno, de peroxidación lipídica y de proteínas 

oxidadas. La cuantificación de peróxido de hidrógeno se llevó a cabo mediante el método de naranja de xilenol-

hierro3+ (FOX) (Long, et al., 1999), el daño a proteínas se determinó mediante la cuantificación de grupos carbonilo 
(Barrera, et al., 2003) y el daño a lípidos mediante la determinación de malondialdehído (Gerard-Monnier, et al., 

1998) (sección 4.2.7). Para evaluar el comportamiento del estrés oxidante en tejido renal, durante el desarrollo 

del protocolo de carcinogénesis, se midieron marcadores de peroxidación lipídica y de proteínas oxidadas (4-

hidroxinonenal (4-HNE) y nitrotirosina (3-NT)), respectivamente, mediante inmunohistoquímica (IHQ) por tratarse 

de una técnica más sensible. 

 
4.1.6 Evaluación de alteraciones asociadas al CCRcc humano 
  

Para evaluar la similitud que pudiera existir entre las alteraciones moleculares en tumores de CCR 
inducidos por FeNTA con las reportadas en tumores de pacientes, y aportar así evidencias que establezcan sus 

alcances como herramienta de estudio para este tipo de cáncer, se propuso evaluar principalmente aquellas 

alteraciones relacionadas con el subtipo histológico de células claras como pVHL, HIF-1α, HIF-2α, CAIX en 

muestras obtenidas después de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA así como en los tumores obtenidos.  
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Las técnicas de detección a utilizar se eligieron de acuerdo a las propiedades de cada proteína (v.g. IHQ, 

Western blot y ELISA).  

 

4.2 TÉCNICAS 

 
4.2.1 Preparación del EST 

Veinticinco gramos de la cubierta café-rojiza de semillas de tamarindo se maceraron durante 24 horas en 

500 mL de etanol anhidro a temperatura ambiente. El extracto resultante se separó de las semillas por 

decantación y se concentró al vacío hasta la evaporación completa del etanol obteniéndose 

aproximadamente 8 g de un residuo seco de color café claro. El polvo obtenido con este procedimiento 

se denominó extracto de semillas de tamarindo (EST) (Vargas-Olvera, 2009). 

 
4.2.2 Análisis del EST 

Ø Cuantificación de fenoles totales (FT) 

Fundamento 

En la técnica de Folin Ciocalteu, los compuestos polifenólicos se oxidan por el reactivo de Folin, el cual 

está formado por una mezcla de ácido fosfotúngstico y ácido fosfomolíbdico, los cuales se reducen por 

acción de los fenoles, formando una mezcla de óxidos azules de tungsteno y molibdeno que pueden 

detectarse espectrofotométricamente a 765 nm (Soares, 2006). 

 
Preparación de las muestras 

Para la determinación de fenoles totales se prepararon dos soluciones “stock” con concentraciones 

diferentes del EST: 

 

§ Solución stock 1 de EST.  
 0.015 g de polvo de extracto se disuelven en 5 mL de agua y realizaron las diluciones de la tabla 4. 

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

Dilución EST(µL) Agua(µL) 
1:20 50 950 
1:50 20 980 
1:100 10 990 

 
 

§ Solución “stock” 2 de EST.  
0.08 g de polvo de extracto se disuelven en 5 mL de agua y se realizaron las diluciones de la tabla 5. 

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

Dilución EST (µL) Agua(µL) 
1:100 10 990 
1:200 5 995 
1:250 4 996 
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Procedimiento                                                                                                                                              

A  50 µL del estándar de ácido gálico (10 mg/mL) y cada una de las diluciones del extracto preparadas 

de acuerdo a las tablas 4 o 5 se les agregaron 400 µL de carbonato de sodio 1M y 500 µL de Folin 0.2 N. Se 

determinó la densidad óptica en un espectrofotómetro a 765 nm 15 minutos después de adicionar el Folin. La 

concentración de fenoles totales del extracto se calculó interpolando la absorbancia obtenida de cada dilución en 

la curva patrón de ácido gálico que se describe en la tabla 7, y los resultados se expresaron en microgramos de 

equivalentes de ácido gálico (EAG) por mL de extracto. 
 

Tabla 6. Curva patrón de ácido gálico para la cuantificación de fenoles totales. 
[Ácido gálico] µg/mL µL de estándar mL H2O destilada 

50 5 995 
100 10 990 
150 15 985 
200 20 980 
250 25 975 

 

Ø Inactivación del radical superóxido  

Fundamento 

La inactivación del radical superóxido se midió indirectamente con base en la capacidad del antioxidante 

para evitar la reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los radicales superóxido generados in vitro en el 

sistema xantina-xantina oxidasa (Figura 13). La reducción del NBT por efecto del radical superóxido se determinó 

midiendo la producción de formazán que se detecta espectrofotométricamente a 560 nm (Parejo et al., 2002). Los 

resultados se expresarón como porcentaje de la capacidad de inactivación del radical superóxido en función de 

los µg EAG/mL de extracto. 

 

Figura 13. Fundamento para la determinación del radical superóxido y evaluación de la capacidad antioxidante del 
EST.  
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Preparación de las muestras 

Las diluciones del extracto polifenólico se realizarón en agua como se indica en la tabla 7 a partir de las 

soluciones “stock” descritas en la sección 4.2.2. La preparación de estas dos soluciones “stock” permitió cubrir 

un rango amplio para expresar el porcentaje de inactivación del radical superóxido en función de concentración 
de fenoles totales presentes en los extractos. 

 
Tabla 7. Diluciones realizadas a cada una de las soluciones stock del extracto polifenólico para la determinación de 

inactivación del radical superóxido. 
Diluciones Agua  (µL) Extracto polifenólico (µL) 

1:50a 1960 40 
1:75b 1480 20 
1:100c 1000 1000 de 1:50 a 
1:150 d 1000 1000 de 1:75 b 
1:200 e 1000 1000 de 1:100 c 
1:250 f 1494 6 
1:300 g 1000 1000 de 1:150 d 
1:400 1000 1000 de 1:200 e 
1:500 500 500 de 1:250 f 
1:600 500 500 de 1:300 g 

 
Procedimiento 

Por cada determinación se agregarón 815 µL de la mezcla de reacción (ver apéndice, sección B) y se 

añadieron los reactivos como se indica en la tabla 8 preparando un C-100%, el cual corresponde a la cantidad 
total de radical superóxido generado por el sistema xantina-xantina oxidasa, un blanco de cada muestra problema 

y la muestra problema por cada dilución de extracto polifenólico. Los tubos se incubaron 15 min en un baño a 

27°C, y la reacción se detuvo adicionando 330 µL de cloruro de cobre. El tiempo de incubación se contabilizó 

desde que se agregaron los reactivos de manera simultánea en el primer tubo. La cuantificación se realizó 

espectrofotométricamente a 560 nm y los resultados se expresaron como porcentaje de inactivación del radical 

superóxido en función de la cantidad de fenoles totales presentes en los 165 µL de muestra para cada una de las 

diluciones utilizadas. 

 
Tabla 8. Preparación de C-100%, el blanco y la muestra problema para cada dilución de extracto polifenólico 

presentada en la tabla 8 para la determinación de la capacidad de inactivación del radical superóxido. 
C-100%* Blanco problema Problema 

165 µL amortiguador de 
fosfatos 

165 µL dilución 

extracto polifenólico 

165 µL dilución  

extracto polifenólico 

20 µL xantina oxidasa 20 µL amortiguador de 
fosfatos 

20 µL xantina oxidasa 

*C 100%: Cantidad total del radical superóxido generada por el sistema xantina-xantina oxidasa. 

 
 
4.2.3 Estudios de histología e inmunohistoquímica 

Fundamento 

En los estudios de histología, la tinción con hematoxilina-eosina (H&E) permite diferenciar los 

componentes ácidos y básicos de la célula generando un contraste de las estructuras celulares facilitando de esta 
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forma su observación. La hematoxilina, por su carácter básico, tiñe estructuras ácidas en azul y púrpura, como 

los ácidos nucleicos presentes en el núcleo, y la eosina, por su naturaleza ácida, tiñe componentes básicos en 

color rosa, como el citoplasma. 

 La inmunohistoquímica es un método basado en las reacciones inmunoenzimáticas para visualizar la 
distribución y localización de componentes específicos dentro de una célula o un tejido utilizando anticuerpos 

mono o policlonales acoplados a un sistema de detección.  

 
Obtención y preparación de las muestras de tejido renal 

Las ratas se anestesiaron con una dosis de pentobarbital sódico de 0.025 g/kg y los riñones se 

perfundieron con solución Krebs Ringer y EDTA 250 mM (ver apéndice, sección K), para lo cual se empleó un 

catéter semirígido para canular la arteria renal por donde se pasó un volumen promedio de 40 mL con un flujo 

constante de 2.2 centímetros cúbicos/minuto con la ayuda de una bomba peristáltica. Posteriormente los riñones 
se fijaron pasando una solución de formalina, se deshidrataron con una serie de soluciones alcohólicas de 

concentración creciente, se aclararon con xileno y se embebieron en parafina para su preservación, corte y 

tinción.  

       Procedimiento 

Para el análisis histológico, se realizaron cortes de de las muestras de tejido renal 5 µm de espesor 

embebidas en parafina y se montaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-Lisina; posteriormente las 

preparaciones se desparafinaron con xilol y se tiñeron con H&E (ver apéndice, sección L).  

Para la determinación de los marcadores relacionados con el subtipo histológico y de estrés oxidante 

mediante IHQ, los cortes ya desparafinados se hiervieron con solución Declere® (Sigma-Aldrich) para exponer 

los sitios antigénicos. La inhibición de la peroxidasa endógena se realizó mediante incubación con peróxido de 

hidrógeno al 30% en metanol en proporción 34:6 durante dos horas; las muestras se lavaron con amortiguador 

de fosfatos (PBS) y se bloquearon los sitios libres antigénicos con suero de burro al 3% durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y posteriormente el exceso de reactivo se decantó. La incubación con los anticuerpos 

primarios: HNE, NT, pVHL, HIF1a, HIF2a y CAIX (en las diluciones descritas en el apéndice, sección L), se realizó 

durante toda la noche en una cámara húmeda a 4°C, y al término de la incubación las laminillas se lavaron dos 

veces con PBS con agitación a temperatura ambiente. La incubación con el anticuerpo secundario (ver apéndice, 

sección L) se realizó durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitación constante, y nuevamente se 

efectuaron 2 lavados con PBS con agitación a 100 rpm. Las muestras se colocaron en la cámara húmeda durante 
30 minutos en contacto con el complejo avidina-biotina ABC-kit Vectastain® (Vector Laboratories, E.U.A.). Para 

la detección de la reacción antígeno-anticuerpo se agregó el cromógeno diaminobencidina (DAB) (ver apéndice, 

sección L); las laminillas se lavan con agua y se tiñeron con hematoxilina. La examinación de los tejidos se realizó 

con un invertoscopio Axiovert 200M (Carl Zeiss) y las imágenes se capturaron con el software KS-300 version 3.0 

(Carl Zeiss). 
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4.2.4 Obtención de muestras de suero y orina 

Las muestras de sangre se obtuvieron el día en que las ratas recibieron la eutanasia por decapitación al 

final de cada protocolo o bien por punción retro-orbital en los diferentes tiempos de estudio. En este último caso, 

las ratas se anestesiaron por inhalación de éter en una cámara, se colocaron sobre una superficie sólida y se 
introdujo un capilar (tubo de hematocrito) no heparinizado justo detrás del ojo y la muestra de sangre 

(aproximadamente 1 mL) se recolectó por capilaridad y se colocó en un tubo eppendorf. Minutos después de la 

formación del coágulo, la muestra de sangre se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. El suero se separó en alícuotas de 200 µL, las cuales se almacenaron a -80oC hasta su uso. 

Para la obtención de las muestras de orina las ratas se colocaron en jaulas metabólicas y se recolectó la 

orina durante 24 horas; se midió el volumen de la orina y se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min a 4°C; el 
sobrenadante se separó en alícuotas de 1 mL y se almacenaron a –80°C. 

 

4.2.5 Determinación de la función renal 
 

Ø Cuantificación de creatinina   

La creatinina es un producto final del metabolismo de la creatina del músculo; la velocidad de producción 

de creatinina está relacionada con la actividad y la masa muscular, así como con la ingesta total de proteínas. 

Este metabolito se excreta por filtración a través del glomérulo y en menor proporción por secreción tubular, y su 
determinación es ampliamente aceptada como un indicador de la función renal.  

 
Fundamento 

Esta determinación está basada en la reacción de la creatinina con el picrato alcalino para formar un 

complejo estable colorido que puede medirse espectrofotométricamente a 510 nm. El desarrollo del color es 

directamente proporcional a la concentración de creatinina en la muestra (Murray, 1984). 

 
Preparación de las muestras 

Las muestras de sangre se recolectaron siguiendo el mismo procedimiento descrito en la preparación de 
las muestras en la sección 4.2.4. 

  
Procedimiento 

La determinación de creatinina se hizo utilizando un estuche comercial Creatinine-J, Spinreact® (Girona, 

España). Brevemente, el reactivo de trabajo se preparó mezclando volúmenes iguales de una solución de ácido 

pícrico 17.5 mM con hidróxido de sodio 0.29 M. 50 µL de muestra o estándar de creatinina se colocaron en un 

tubo de reacción que contiene 500 µL del reactivo de trabajo, el cronómetro se puso en marcha en el momento 

de adicionar la muestra y se leyó la absorbancia a 492 nm a los 30 y 90 segundos de la adición de la muestra. 

La concentración de creatinina en la muestra se calculó dividiendo la DA de la muestra entre la DA del 

patrón primario; este resultado se multiplicó por la concentración del estándar de creatinina (2 mg/dL) y los valores 
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se expresaron en mg de creatinina/dL. El intervalo de valores de referencia de creatinina en sangre en ratas es: 

0.39-2.29 mg/dL (Krinke, et al., 2000).   

 
Ø Cuantificación de nitrógeno ureico sanguíneo 

 
La urea es un producto final del metabolismo de las proteínas y es excretada por el riñón. El nitrógeno 

ureico sanguíneo es inversamente proporcional a la tasa de excreción de urea, por lo que su acumulación en 

sangre indica que la urea no está siendo excretada de manera eficiente y por tanto se usa como marcador de 

función renal. 

 
Fundamento 

La urea presente en la muestra reacciona con el o-ftalaldehído en medio ácido resultando en la formación 
de isoindolina, un compuesto colorido que puede detectarse espectrofotométricamente a 510 nm. La intensidad 

del color producido es directamente proporcional a la cantidad de urea presente en la muestra (Kaplan, 1984).  

Preparación de las muestras 

Las muestras de sangre se recolectaron siguiendo el mismo procedimiento descrito en la preparación de 

las muestras en la sección 4.2.4.  

Procedimiento  

Para la determinación de BUN se utilizó un estuche comercial Urea-37, Spinreact® (España). 

Brevemente, 25 µL de muestra o patrón primario del kit se colocaron en tubo de reacción que contiene 500 µL de 

o-ftaladehído 4.8 mM; inmediatamente después se agregaron 500 µL de la solución de borato 87 mM, se agitó la 

mezcla de reacción y se incubó durante 15 minutos a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo se leyó la 

absorbancia a  510 nm. 
 
La concentración de urea en la muestra se calcula dividiendo la absorbancia de la muestra entre la 

absorbancia del patrón primario, y este resultado se multiplica por la concentración del estándar de urea (50 

mg/dL). Para obtener la concentración de nitrógeno ureico sanguíneo en mg de urea/dL, el valor obtenido se 

divide entre el factor 2.14. Este factor está basado en la relación del peso molecular de la urea (60 g/mol) y el 

peso molecular de los átomos de nitrógeno presentes en la molécula de urea (28 g/mol). El intervalo de valores 

de referencia de nitrógeno ureico sanguíneo en ratas es de 12.0-25.8 mg/dL (Krinke, et al., 2000).   

 
4.2.6  Cuantificación de proteínas totales por el método de Lowry 

Fundamento 

Los enlaces peptídicos forman un complejo con el sulfato de cobre en condiciones alcalinas el cual 

reacciona con el reactivo de Folin para formar un compuesto colorido que puede medirse 

espectrofotométricamente a 660 nm (Lowry et al., 1951). 

Preparación de la muestra 
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Esta determinación se realizó en muestras utilizadas en diferentes técnicas por lo que la preparación de 

las muestras se describe en los apartados correspondientes. 

Procedimiento  

En el ensayo se colocarón 200 µL de muestra o estándar de albúmina sérica bovina (ASB) al 0.05% por 

cada tubo. Posteriormente se adicionó a todas las muestras 1 mL de la solución C (ver apéndice, sección F), se 

incubaron durante 10 minutos y se agregaron 100 µL de la solución D con agitación simultánea. La absorbancia 

de las muestras se obtuvo espectrofotométricamente a 660 nm, 30 minutos después de la adición de la solución 
D. La concentración de proteínas totales se calculó interpolando la absorbancia obtenida en la curva patrón de 

albúmina sérica bovina (Tabla 9), y los resultados se expresaron en mg de proteína/mL de muestra. 

 
Tabla 9. Curva patrón de albúmina sérica bovina para la cuantificación de proteínas totales por el método de Lowry. 

[ASB]	µg/0.2 mL	 ASB al 0.05% (µL)	 H2O (µL)	

Blanco 0 200 

5 10 190 

10 20 180 

15 30 170 

25 50 150 

35 70 130 

50 100 100 

 

4.2.7 Determinación de marcadores de estrés oxidante mediante técnicas espectrofotométricas 

Ø Evaluación de la peroxidación lipídica  

Fundamento 

Los componentes lipídicos de las membranas celulares son vulnerables a la oxidación debido a la 

presencia de dobles enlaces en sus estructuras. El ataque de los radicales libres a estos compuestos conduce a 

la formación de hidroperóxidos en los lípidos, lo cual puede dar como resultado cambios en la permeabilidad de 
las membranas y alterar las interacciones lípido-proteína. El daño a lípidos por oxidación puede determinarse 

midiendo los productos finales de la lipoperoxidación, y uno de los productos clásicos es el malondialdehído 

(MDA), el cual reacciona con el N-metil-2-fenilindol en medio ácido a 45°C, generando un compuesto colorido 

que puede medirse espectrofotométricamente a 586 nm (Gérard-Monnier et al., 1998). 

Preparación de las muestras 

Para este ensayo, la preparación de los homogenados de corteza renal se realizó en el momento en que 

los animales recibieron la eutanasia. El riñón extraído se lavó rápidamente en solución salina isotónica estéril en 

baño de hielo, se separaron aproximadamente 300 mg de corteza y se homogenizaron en 3 mL de amortiguador 
de fosfatos (20 mM, pH: 7.4, en baño de hielo). El homogenado resultante se congeló a –80°C en alícuotas de 1 

mL hasta la realización de la determinación. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante punción retro-orbital 

como se describe en la sección 4.2.4. 
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Procedimiento 

El día del ensayo se descongelaron las muestras de suero u homogenado de corteza renal, y se 

centrifugaron a 3000 rpm a 4°C por 10 min y se separó el sobrenadante obtenido. Posteriormente, a  200 µL del 

sobrenadante o 160 µL de suero se les agregó 650 µL de mezcla 1-metil-2-fenilindol 10 mM/metanol proporción 

1:3  y 150 µL de HCl al 37%. Los tubos se incubaron en un baño a 45°C durante 1 hora y se centrifugaron a 10000 

rpm durante 10 min para obtener un sobrenadante claro que se lee a 586 nm. Por otro lado, la concentración de 

proteínas se cuantificó mediante el método de Lowry (sección 4.2.6). La concentración de MDA de las muestras 

se calculó interpolando la absorbancia obtenida en la curva patrón de tetrametoxipropano (TMPO) (Tabla 10), y 

los resultados se expresaron en nmol de MDA por miligramo de proteína. 
 
 

Tabla 10. Curva patrón de tetrametoxipropano para la cuantificación de MDA presente en las muestras. 
[TMPO] µM µL de estándar (TMPO 20 µM) µL H2O destilada 

Blanco 0 200 
0.5 25 175 
1.0 50 150 
2.0 100 100 
3.0 150 50 
4.0 200 0 

 
Ø Cuantificación de peróxido de hidrógeno  

Fundamento 

Esta determinación se basa en la oxidación de Fe2+ a Fe3+ por el peróxido de hidrógeno en condiciones 
ácidas. El ión férrico se une al naranja de xilenol (3.3´-bis[N,N-di(carboximetil)-aminometil]-o-cresolsulfona-

fenolftaleína, sal sódica) para formar un complejo estable colorido que puede medirse espectrofotométricamente 

a 560 nm (Long, et al., 1999). 

Preparación de las muestras 

El riñón recién extraído se lavó en solución isotónica estéril (en baño de hielo), se separaron 

aproximadamente 100 mg de corteza y se homogenizaron en 900 µL de amortiguador de fosfatos (100 mM, pH: 

7.4, en baño de hielo). El homogenado resultante se centrifugó a 15000 rpm, a 4°C durante 20 min, se separó el 

sobrenadante y se congeló a –80°C en alícuotas no menores de 200 µL.  

Procedimiento 

El día del ensayo, los homogenados de riñón se descongelaron y se colocaron 90 µL de la muestra o del 

estándar de peróxido de hidrógeno 100 µM en los tubos de reacción. Posteriormente, se agregaron 

simultáneamente 900 µL del reactivo de FOX (ver apéndice, sección D) y 10 µL de metanol tanto a las muestras 

como a los estándares, e inmediatamente después se agitaron y se incubaron durante 30 min a temperatura 

ambiente. Después de este tiempo, sólo los tubos de las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min, y se 

determinó la densidad óptica en un espectrofotómetro a 586 nm. La concentración de peróxido de hidrógeno se 

calculó interpolando la absorbancia obtenida de cada muestra en la curva patrón de peróxido de hidrógeno 

descrita en la tabla 11, la concentración de proteínas totales se cuantificó mediante el método de Lowry (sección 

4.2.6) y los resultados se expresaron en nmol de peróxido de hidrógeno por mg de proteína. 
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Tabla 11. Curva patrón de peróxido de hidrógeno para su cuantificación en homogenados de tejido renal mediante el 
método de FOX. 

[H2O2] µg/mL µL de estándar de 
H2O2 (100µM) 

µL H2O destilada 

Blanco 0 1000 
2.5 25 975 
5.0 50 950 

10.0 100 900 
25.0 250 750 
50.0 500 500 
75.0 750 250 

 

Ø Cuantificación de proteínas oxidadas 

Fundamento 

Las EROs reaccionan con los aminoácidos de las proteínas formando grupos carbonilo como producto 
de la oxidación, los cuales también pueden originarse por rompimiento de enlaces peptídicos o por interacción de 

cadenas laterales de algunos aminoácidos (grupos sulfihidrilo e imidazol) con productos de la peroxidación 

lipídica. Esta determinación de daño por oxidación a proteínas se lleva a cabo basándose en la reactividad de los 

grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas de proteína, las cuales absorben a una 

longitud de onda de 370 nm (Nyström, et al., 2005). 

Preparación de las muestras 

El riñón recién extraído, se lavó en solución salina isotónica estéril (en baño de hielo), se separaron 

fragmentos de aproximadamente 100 mg de corteza, se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a –80°C. La preparación de los homogenados se realizó el día anterior al ensayo colocando 100 mg 

de tejido de cada muestra en 900 µL de amortiguador de fosfatos en baño de hielo (50 mM, pH: 7.4) con 

inhibidores de proteasas (véase apéndice, sección E), EDTA 1mM y Tritón 0.1%. Los homogenados resultantes 

se centrifugaron a 15,300 rpm a 4°C durante 20 minutos y posteriormente se trataron con sulfato de estreptomicina 

(Sigma, Aldrich) al 10% durante 12 horas, colocando 200 µL del antibiótico más 600 µL del sobrenadante del 

homogenado. 

Procedimiento 

Las muestras tratadas con sulfato de estreptomicina se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C durante 10 

minutos y se hizo un blanco y un problema por muestra (Tabla 12).  
 

Tabla 12. Reactivos que deben agregarse al blanco y a las muestras problema para la determinación de grupos 
carbonilo en las proteínas. 

Blanco Problema 
150 µL homogenado 150 µL homogenado 

600 µL HCl 2.5 M 600 µL DNPH 10 mM 

 
Después de agregar los reactivos citados en la tabla 13, las muestras problema y blanco se incubaron 

durante 1 hora a temperatura ambiente protegidas de la luz agitando los tubos cada 15 minutos. Una vez 

transcurrido este tiempo, se adicionaron 750 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 20% a las muestras, se 

incubaron a 4°C durante 10 min y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido 
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se descartó y el botón se resuspendió con 600µL de TCA al 10%. Se centrifugó a 5000 rpm durante 10 min a 4°C, 

se descartó nuevamente el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con 600 µL de mezcla etanol/acetato de etilo 

(1:1), centrifugando en cada lavado a 7000 rpm durante 15 min. En el último lavado se dejó que la mezcla de 

etanol/acetato de etilo (1:1) se evaporara a temperatura ambiente y el botón se resuspendió con 1 mL de 

guanidina 6 M. La concentración de carbonilos se determinó restando la absorbancia de los tubos blanco a las 

muestras problema a 370 nm y multiplicando por el factor 45.45 obtenido a partir del coeficiente de extinción molar 

del DNPH (0.022 µM-1cm-1). La concentración de proteínas en las muestras se calculó por interpolación de las 

absorbancias obtenidas a 280 nm en una curva patrón de albúmina (Tabla 13). Los resultados se expresaron en 

nmol de carbonilos por miligramo de proteína. 
 

Tabla 13.  Curva patrón de albúmina sérica bovina para la obtención de la curva patrón para la cuantificación de 
proteínas totales. 

ASB[mg/mL] µL de ABS (4mg ABS/mL de 
guanidina) 

µL Guanidina 

0.25 65 935 
0.5 125 875 
1.0 250 750 
2.0 500 500 

 

4.2.8  Western blot de las diferentes proteínas estudiadas 
 

Fundamento 

El Western blot, o inmunoblot, es una técnica analítica usada para detectar proteínas específicas en una 

mezcla compleja de proteínas, tal como un homogenado tisular. Mediante una electroforesis en gel de 

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE por sus siglas en inglés) las proteínas se separan con base en su peso 

molecular. Posteriormente son transferidas a una membrana adsorbente (típicamente de nitrocelulosa o de 

fluoruro de polivinilo (PVDF)) para identificar la proteína de interés con anticuerpos específicos contra esta 

(Towbin et al., 1979). 
 
Preparación de las muestras 

En el momento en que los animales recibieron la eutanasia, el riñón se lavó en solución salina isotónica 

estéril (en baño de hielo), se separaron fragmentos de aproximadamente 100 mg de corteza, se congelaron 

rápidamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a –80°C. La preparación de los homogenados se realizó el 

día del ensayo colocando 100 mg de tejido de cada muestra en 600 µL de amortiguador de lisis con inhibidores 

de proteasas (pH: 7.4, en baño de hielo) (véase apéndice, sección M). Los homogenados resultantes se 

centrifugaron a 13500 rpm a 4°C durante 30 minutos, se separó el sobrenadante y se almacenó a -20°C hasta su 

uso.  

Procedimiento 

Con base en la determinación de proteínas totales por el método de Lowry, se calculó el volumen de 

homogenado de corteza renal necesario para cargar 50 µg de proteína en cada pozo de los geles de 

poliacrilamida. El voltaje utilizado en la electroforesis en condiciones desnaturalizantes fue de 100 Volts hasta 

que las proteínas terminaron de migrar a través del gel concentrador y posteriomente a 85 Volts aproximadamente 
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de dos a dos horas y media. Posteriormente se realizó la transferencia semiseca (Transblot SD semidry Transfer 

Cell, BioRad, E.U.A.) de las proteínas a una membrana de PVDF (Immobilion-P, Millipore Corporation, E.U.A.) 

durante 1 h y media a 300 mA. Una vez terminada la transferencia, la membrana se bloqueó con leche 

descremada al 1% en PBS-Tween durante 1 h. Después se incubó durante toda la noche con el anticuerpo 
primario monoclonal, específico para la proteína de interés (ver apéndice, sección M). Al día siguiente, se retiró 

la solución con 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 acoplado a la peroxidasa de rábano 

(Santa Cruz Biotechnology, EUA). Transcurrido ese tiempo se eliminó la solución con el anticuerpo secundario y 

se realizaron tres lavados con PBS de 15 min cada uno. Por último, se adicionaron los sustratos de la peroxidasa 

(luminol y H2O2) (Millipore ImmobionÔ Western Chemiluminescent HRP sustrate, Millipore Corporation, MA, USA) 

y se expusieron las membranas a una placa de rayos X. Las placas obtenidas de la proteína de interés y del 

control de carga se analizaron por densitometría utilizando el programa Image J (Broken Symmetry Soft). 

Posteriormente, se ajustaron los valores de densitometría obtenidos para la proteína de interés de cada grupo 

estudiado con sus respectivos valores del control de carga vs los del grupo control por lo que los datos se 

expresaron como unidades relativas de densitometría (URD) y se graficaron con el programa “Graphpad Prism” 

versión 5. 

 
4.2.9 ELISA directo 

Fundamento 

El ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) se utiliza para la 

cuantificación de biomoléculas basándose en la especificidad del reconocimiento antígeno-anticuerpo y en la 

sensibilidad de las pruebas enzimáticas. El método directo permite la detección del complejo antígeno-anticuerpo 

con un anticuerpo secundario específico conjugado con una enzima como sistema de detección. La reacción 

enzimática puede detectarse espectrofotométricamente con un lector de ELISA. 
 
Procedimiento 

Se agregaron 200 µL de muestra de orina o estándar de CAIX disuelto en amortiguador de bicarbonato 

0.1 M pH: 8.2 a los pozos de la placa de ELISA y se incubaron toda la noche a 4°C. Al día siguiente se descartó 

la solución de estándar o la muestra y se realizaron 3 lavados (15 min c/u en agitación) con la solución PBS/Tween 

(ver apéndice, sección N) agregando 250 µL por pozo. En cada lavado se descartó la solución. Posteriormente 

se agregan 200 µL por pozo de la solución de bloqueo al 1% (ver apéndice, sección N) y se incubó durante 1 

hora a temperatura ambiente. Se descartó la solución de bloqueo, se agregó el anticuerpo secundario policlonal 

anti ratón conjugado con peroxidasa de rábano disuelto en PBS a una concentración de 2 µg/mL y se incubó toda 

la noche a 4oC. Al terminar la incubación se realizaron 3 lavados con 250 µL de PBS/Tween (15 min c/u) y se 

agregaron 200 µL del segundo anticuerpo secundario disuelto en PBS a una concentración de 0.25 µg/mL a cada 

pozo, se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente y se realizaron 6 lavados con 250 µL de PBS/Tween en 

agitación (5 min c/u). Por último, se adicionó el sustrato ABTS (ver apéndice, sección N) y se incubó durante 40 
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min a temperatura ambiente cubriendo la placa con papel aluminio para evitar la exposición a la luz. Una vez 

transcurrido este tiempo, la placa se leyó a 405 nm. La concentración de CAIX presente en las muestras se calculó 

interpolando la absorbancia obtenida en la curva patrón de CAIX (Tabla 14) y los resultados se expresaron en ng 

de CAIX/0.2 mL de orina. 
 

Tabla 14. Curva patrón de CAIX para la cuantificación de esta molécula en muestras de orina. 

[CAIX] ng/0.2mL µL de estándar de CAIX  µL amortiguador de 
bicarbonato 

Blanco 0 µL 200 
14.28 3 µL 417 
7.1 160 µL de la solución previa 160 
3.6 100 µL de la solución previa 100 
5.0 0.7 µL 279.3 
0.5 60 µL de la solución previa 540 
0.05 60 µLde la solución previa 540 

 

4.2.10 Análisis estadístico de los datos  

A menos de que se especifique otra cosa, los datos se expresaron como la media ± error estándar (EE) 

y las diferencias estadísticamente significativas se identificaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) y se 

complementaron con la prueba Newman-Keuls. Las diferencias en la incidencia y grado de avance de los tumores 

entre los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA se analizaron con la prueba de Fisher. En todos los casos se 

utilizó el software Graph Pad 5.0 (San Diego CA, EUA) y un valor de p≤0.05 se consideró significativo. 
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V. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

 

5.1 Contenido de fenoles totales y evaluación de la capacidad antioxidante del EST 

Con la finalidad de evaluar el potencial del EST como agente contra el estrés oxidante se determinó su 
contenido de compuestos polifenólicos así como su capacidad de inactivación del radical superóxido por ser una 

de las EROs que se ha demostrado que se producen por la administración del FeNTA. El contenido de 

equivalentes de ácido gálico (EAG) por miligramo de EST fue de 1.28±0.11, lo que indica que el extracto presenta 

una cantidad considerable de compuestos polifenólicos. Por otro lado, la capacidad del EST para inactivar el 

radical superóxido in vitro, se determinó realizando una curva con diferentes concentraciones del extracto, a partir 

de la cual se calculó la concentración de EAG necesaria para inhibir un 50% la producción in vitro del radical 

superóxido (CI50) que fue de 30.7±0.51 µg EAG/mL (Figura 14). Estos resultados demuestran que la capacidad 

de inactivación del radical superóxido del EST es muy buena, incluso mayor que la de la vitamina C, un 

antioxidante comúnmente utilizado, que en nuestro ensayo presentó una CI50 de 66.0±0.4 µg/mL. Es conveniente 

aclarar que en experimentos paralelos se demostró que el EST no interfiere con el sistema xantina-xantina 

oxidasa utilizado para producir el anión superóxido.  
 

 
EST (µg EAG/mL) 

 

Figura 14. Evaluación de la capacidad antioxidante del EST mediante la determinación de la inactivación del radical superóxido. La 
actividad antioxidante del EST (CI50= 30.7±0.5 µg EAG/mL), fue mayor que la de la vitamina C (CI50= 66.0±0.4 µg/mL). Los resultados se 
expresan como porcentaje de la capacidad de inactivación del radical superóxido. EAG: equivalentes de ácido gálico.  

 

De acuerdo con estos resultados, se decidió evaluar el EST como agente preventivo contra la 

nefrotoxicidad y carcinogénesis inducidos por FeNTA. Durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal 

fue necesario preparar en varias ocasiones el EST, y en todos los casos se obtuvieron resultados muy similares 

del contenido de fenoles totales e inactivación del radical superóxido. 

 

5.2   Protocolo de nefrotoxicidad aguda 
 

El protocolo de nefrotoxicidad aguda se realizó para evaluar el efecto del EST en este órgano in vivo. En 

la Figura 15, se muestran fotografías representativas de los análisis histológicos realizados en riñones de los 
grupos Control, DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA (Panel A), así como las determinaciones de marcadores de 
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función renal en todos los grupos de estudio (Panel B). En el panel A, se observa que el grupo control presenta 

la arquitectura histológica normal del riñón, en cambio, el tratamiento con DEN+FeNTA indujo necrosis y 

proteinuria, y la administración del EST disminuyó notoriamente este daño histológico (p<0.0029). La función 

renal se analizó mediante la determinación de los niveles de BUN y creatinina en sangre. En el panel B se aprecia 
que el tratamiento únicamente con EST o DEN no indujo cambios en estos marcadores, mientras que el 

tratamiento con DEN+FeNTA aumentó sus niveles aproximadamente 10 veces por encima del valor del grupo 

control, lo que indica una insuficiencia renal severa, la cual disminuyó notablemente por el pretratamiento con el 

EST en el grupo EST+DEN+FeNTA (p<0.0001).  

 
 

                                
Figura 15. Estudio de nefrotoxicidad aguda. Panel A. Fotografías representativas de la histología renal. El grupo control (n=5) presentó 
una arquitectura histológica normal, el grupo tratado con DEN+FeNTA (n=3) presentó necrosis severa (flecha sólida) y proteinuria (flecha 
discontinua) después de dos administraciones de FeNTA (9 mg Fe/Kg) y el grupo tratado con el EST+DEN+FeNTA (n=3) muestra un menor 
daño en los túbulos renales así como menos signos de necrosis y proteinuria respecto al grupo tratado con DEN+FeNTA (p<0.0029 de 
acuerdo al análisis de las áreas dañadas por campo). La apariencia microscópica de los riñones de los grupos EST y DEN es similar a la 
observada en el grupo control (imágenes no mostradas) HE, x400. G, glomérulo; P, túbulo proximal; D, túbulo distal.  Panel B. Nitrógeno 
ureico sanguíneo (BUN) y niveles de creatinina en suero. En el grupo tratado con DEN+FeNTA se observó insuficiencia renal severa y el EST 
la disminuyó considerablemente el valor de ambos marcadores (p<0.0001). Control, EST y DEN (n=5), DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA 
(n=3). Cada valor representa la media ± EE. Columnas con letras diferentes muestran diferencia estadísticamente significativa (p ≤0.0001). 
Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 

 
Cabe resaltar que en este protocolo se presentó un alto índice de mortalidad (88%) después de la 

segunda administración de FeNTA, lo que concuerda con otro estudio realizado en ratones, en el cual los animales 

fallecieron antes desarrollar cáncer a causa de la nefrotoxicidad severa inducida con la dosis de FeNTA utilizada 

en nuestro protocolo (9 mg Fe/kg) (Kimoto, et al., 2000); sin embargo, otros autores reportan que utilizan esta 

dosis para el protocolo de carcinogénesis renal (Jahangir, et al., 2006; Khan, et al., 2005). Así mismo, las 

alteraciones histológicas encontradas en el presente estudio con el tratamiento con DEN+FeNTA como la 
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necrosis y la proteinuria, coinciden con las observaciones de Toyokuni, et al., (1994). Por otra parte, los niveles 

notablemente elevados de BUN y creatinina en suero del grupo DEN+FeNTA indican una insuficiencia renal 

severa, que concuerda con el daño observado a nivel histológico, y estos resultados también coinciden con datos 

reportados en la literatura (Iqbal, et al., 1998; Jahangir, et al., 2006); sin embargo, estos autores encontraron un 
aumento de 3 veces con respecto al control, y en el presente trabajo el incremento fue mucho mayor (alrededor 

de 10 veces), lo que podría deberse a que la DEN tenga un efecto sinérgico sobre la insuficiencia renal aguda 

provocada por FeNTA ya que los otros autores no utilizaron este iniciador tumoral. El pre-tratamiento con el EST 

disminuyó de manera importante el daño renal histológico y funcional probablemente a causa de sus propiedades 

antioxidantes y anti-inflamatorias previamente reportadas (Komutarin, et al., 2004; Siddhuraju, et al., 2007; 

Suksomtip, et al., 2008 y 2010), no obstante, el mecanismo por el cual el EST ofrece protección aún requiere 

elucidarse. La notoria protección inducida por el EST observada en este protocolo lo cataloga como potente 

agente preventivo muy prometedor contra la insuficiencia renal severa inducida por estrés oxidante. Además, 
estos resultados confirmaron los efectos benéficos del extracto en el riñón in vivo. 

 

En cuanto al estrés oxidante, medido como lipoperoxidación, niveles de peróxido de hidrógeno y 

contenido de carbonilos en proteínas no hubo diferencia estadísticamente significativa en ninguno de los grupos 

estudiados con este esquema de tratamiento (Figura 16). La ausencia de cambios  en estas determinaciones 

respecto al grupo control pueden deberse al hecho de que la mayor producción de estrés oxidante se da una hora 

después de la administración del FeNTA, la cual disminuye considerablemente a las 3 horas y llega a niveles 

normales después de las 6 horas (Tsuda, et al., 1994; Dávalos-Salas, 2006; Cruz-White, 2007; He, et al., 2007), 
por lo que estos marcadores de estrés oxidante en nuestras muestras pueden haber regresado a valores 

normales ya que se tomaron 24 horas después de la segunda administración de FeNTA. 

 

5.3 Protocolo de carcinogénesis renal 
  
Durante el desarrollo del protocolo se evaluó el comportamiento del peso corporal de las ratas en los diferentes 

grupos de estudio (Figura 17). Esto se realizó con la finalidad de monitorear el estado general de los animales 

que fueron sometidos al tratamiento con el carcinógeno, así como para evaluar los posibles efectos 
antinutricionales del EST que pudiera presentar, ya que se ha reportado que los polifenoles pueden tener estos 

efectos cuando se administran a largo plazo (Fujimoto, et al., 2009). Los animales del grupo tratado con EST 

crecieron de manera similar a los del grupo control, por lo que podemos decir que la dosis utilizada del EST (100 

mg EAG/kg/día) no tiene efectos antinutricionales. Por otra parte, el tratamiento con DEN indujo una disminución 

en el peso corporal de las ratas estadísticamente significativa casi inmediatamente después de su administración, 

pero el crecimiento de los animales se reestableció en los días subsecuentes, y al final del protocolo alcanzaron 

el mismo peso que las ratas del grupo control. En cambio, en los grupos tratados con FeNTA el crecimiento de 

las ratas se detuvo y el peso corporal no llegó a restablecerse al final del estudio, lo que indica un deterioro en la 
salud de estos animales. El tratamiento con EST no previno el efecto en el peso corporal provocado por el iniciador 

tumoral y el carcinógeno (grupo EST+DEN+FeNTA). 
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Figura 16. Marcadores de estrés oxidante en riñón en el protocolo de nefrotoxicidad aguda: malondialdehído (MDA) (Panel A), 
proteínas oxidadas (Panel B) y niveles de peróxido de hidrógeno (Panel C). Las muestras de corteza renal se obtuvieron 24 horas 
después de la segunda administración de FeNTA (9 mg de Fe/kg). No hubo cambios estadísticamente significativos en ningún marcador 
(p>0.05). Cada valor representa la media ± EE del número de animales indicados en la parte inferior de cada columna. 
 
 
 
 

 
Figura 17. Peso corporal de las ratas de los diferentes grupos de estudio durante el protocolo de carcinogénesis renal. El EST no 
tuvo efectos antinutricionales ya que los animales presentaron un crecimiento similar al del grupo control. La exposición a N-dietilnitrosamina 
(DEN) indujo una disminución del peso casi inmediatamente después de su administración, pero se reestableció en los días subsecuentes 
alcanzando al mismo peso que las ratas del grupo control al final del protocolo. La exposición a FeNTA también disminuye el peso corporal, 
el cual no se reestablece al final del estudio y el EST no protegió contra este efecto del carcinógeno. Cada punto representa la media ± EE. 
El número de animales fue variando en función de la mortalidad presentada (de 10 a 25). 
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5.3.1 Función renal 
 
Se determinaron los niveles de BUN como marcador de función renal en muestras de los animales 

estudiados después de uno y dos meses de exposición a FeNTA (Figura 18), así como en muestras tomadas a 

diferentes tiempos a lo largo del protocolo de carcinogénesis (Figura 19). Como se puede observar en ambas 
figuras, no se encontraron cambios a ningún tiempo estudiado en ningún grupo de estudio. Es importante resaltar 

que este comportamiento es similar al curso de la enfermedad en el humano, es decir, el cáncer se desarrolla sin 

que se altere la función renal (Cohen, et al., 2005). 

	

Figura 18. Determinación de nitrógeno ureico sanguíneo (BUN) a un mes y dos meses de tratamiento con FeNTA. Ningún grupo de 
estudio presentó alteraciones indicando que a uno y dos meses de tratamiento con FeNTA no se induce insuficiencia renal. Las barras 
representan la media ± EE. p>0.05. 
 
 

 
Figura 19. Determinación de nitrógeno ureico sanguíneo (BUN) durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal. No se 
presentó diferencia estadísticamente significativa a ningún tiempo estudiado en ninguno de los grupos (p>0.05). Las barras representan la 
media ± EE. 
 
 
 

5.3.2 Apariencia macroscópica de los riñones 
 
La apariencia macroscópica de los riñones obtenidos al primer mes de tratamiento con FeNTA, evidenció 

el daño inducido en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA, ya que mostraron cambios en la coloración de 
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la corteza renal, así como edema e inflamación de la médula (Figura 20, Panel A) y este daño fue similar en 

ambos grupos. El  tratamiento con EST no disminuyó el daño macroscópico observado en el grupo DEN+FeNTA. 

Los riñones de los grupos tratados únicamente con EST o DEN tuvieron una apariencia similar a los del grupo 

control. En los riñones extraídos a los 2 meses de tratamiento con FeNTA (Figura 20, Panel B), además de las 
alteraciones presentadas en el primer mes, se observó la presencia de quistes en los grupos DEN+FeNTA y 

EST+DEN+FeNTA cuya importancia se discute más adelante en los resultados de los análisis histológicos. Cabe 

señalar que en ninguna de las muestras analizadas se detectó el desarrollo evidente de tumores. 

 

               
                         Control                                    DEN+FeNTA                            EST+DEN+FeNTA 

               
                         Control                                    DEN+FeNTA                            EST+DEN+FeNTA 

 
Figura 20. Fotografías representativas de los riñones después de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. Al primer mes de tratamiento 
(Panel A), el grupo tratado con DEN+ FeNTA mostró cambios en la coloración de la corteza renal, edema  e inflamación de la médula, y en 
el grupo tratado también con EST el daño fue similar. A los dos meses de tratamiento (Panel B), en los grupos DEN+FeNTA y 
EST+DEN+FeNTA se observa, además, la presencia de quistes renales (flechas). 
 

 

En cambio, al final del protocolo de carcinogénesis renal, se observó claramente la presencia de tumores 

en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. En el panel A de la figura 21, se muestra la fotografía de una 
rata que presentó tumores de CCR pero cuya apariencia es sana, lo cual es un comportamiento similar al que 

ocurre en el humano en donde este tipo de cáncer se desarrolla sin presentar sintomatología en la mayoría de 

los casos. En el panel B, se muestran fotografías representativas de la apariencia macroscópica de los riñones 

de los grupos control, DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. Los riñones de los grupos tratados únicamente con EST 

o DEN mostraron una apariencia idéntica a aquéllos del grupo control (imágenes no mostradas). Los tumores que 

se observan en la fotografía del grupo DEN+FeNTA representan tamaños 2, 3 y 5 de acuerdo a la escala 

establecida (2.5-3 mm, 4-5 mm y 15-45 mm respectivamente), y el tumor en la fotografía del grupo 
EST+DEN+FeNTA representa un tamaño dos. Las características de todos los tumores obtenidos para ambos 

grupos se detallan en la tabla 15, en donde se puede observar que el tratamiento con EST disminuye la 

bilateralidad, el tamaño de los tumores e incidencia de CCR en el grupo tratado con EST, asi mismo la metástasis 

presentada en el grupo EST+DEN+FeNTA (11.1%) fue menor a la presentada en el grupo DEN+FeNTA (46.15%).  

A 

B 
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Figura 21. Fotografía de una rata que a pesar de que presentó tumores avanzados de CCR tiene una apariencia sana (Panel A) y 
fotografías representativas de los riñones al final del protocolo de carcinogénesis renal (Panel B). Los tumores de la fotografía del 
grupo DEN+FeNTA representan los tamaños 2, 3 y 5 (2.5-3 mm, 4-5 mm y 15-45 mm respectivamente) y el tumor de la fotografía del grupo 
EST+DEN+FeNTA representa el tamaño 2. La presencia de un mayor número de quistes en el grupo EST+DEN+FeNTA respecto a la 
presentada en el grupo DEN+FeNTA es evidente.  
 
 

Tabla 15. Características de los tumores de carcinoma de células renales 
Identificación del 

animal 

Número de 

tumores 

Tamaño del tumor en mm 

(escala de tumor) 

Metástasis 

Riñón izquierdo Riñón derecho 

DEN+FeNTA     

1 1 4(3)  No detectada 

2 1  2(1) Pulmones 

3 1  0.5(1) Pulmones 

4 4 45(5),3(2) 5(3),3(2) Pulmones 

5 4 3(2),4(3) 2.5(1),5(3) Pulmones 

6 2  3(2),6(4) Pulmones 

7 2 1(1) 3(2) No detectada 

8 3 1.5(1),1(1) 1.5(1) No detectada 

9 1 0.5(1)  No detectada 

10 2 2(1) 2.5(2) Pulmones 

11 1  23(5) No detectada 

12 3 3(2),2.5(2) 2.5(3) No detectada 

13 1 11(5)  No detectada 

EST+DEN+FeNTA     

14 1 2(1)  No detectada 

15 1  1(1) No detectada 

16 2  1.5(1), 1(1) No detectada 

17 1  15(5) No detectada 

18 3 2.5(2) 3(2),1.5(1) No detectada 

19 1  2.5(2) Pulmones 

20 1 4(3)  No detectada 

21 3 2.5(2), 2(1) 1(1) No detectada 

22 2 6(4) 3(2) No detectada 
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Para evaluar la incidencia de CCR se determinó la cantidad de animales con esta patología así como el 

número total de tumores en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. En la Tabla 16 se presentan estos 

resultados, además de la proporción de animales con tumores unilaterales o bilaterales. Como se puede apreciar, 

el EST disminuyó un 21% la incidencia de CCR considerando el número de animales con CCR en los grupos 
DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. Asimismo, el EST disminuyó en un 27% el número total de tumores 

presentados, aunque, de acuerdo con la prueba estadística de Fisher, no hay diferencias significativas en ninguno 

de estos dos casos. 
 

Tabla 16. Incidencia de CCR	
Tratamiento No. de animales 

tratados 
No. de animales 

con CCR 
No. de animales con tumores 

unilaterales      bilaterales 
No. total de 

tumores 

DEN+FeNTA 19 13 (68.42%) 8 (61.54%) 5 (38.46%) 26 

EST+DEN+FeNTA 19 9 (47.37%) 6 (66.67%) 3 (33.33%) 15 
 
	

Además de la evaluación del efecto del EST sobre la incidencia de CCR, se determinó el tamaño del 

tumor como factor pronóstico de esta patología. En la Figura 22 se muestra el porcentaje de tumores que 

presentaron los diferentes tamaños con respecto al número total de tumores analizados en los grupos tratados 

con FeNTA. Respecto a este parámetro, no se encontró diferencia estadísticamente significativa entre ambos 

grupos (p>0.05) no obstante, el EST parece disminuir la progresión del CCR ya que el porcentaje de tumores con 

tamaños más grandes (3, 4 y 5) fue mayor en el grupo DEN+FeNTA que el presentado en el grupo 

EST+DEN+FeNTA. 

 
Figura 22. Efecto del EST sobre el tamaño de los tumores de CCR. Las barras representan el porcentaje de tumores con los diferentes 
tamaños en escala del 1 al 5 con respecto a los tumores totales donde el número 1 representa el tumor más pequeño y el número 5 representa 
el tumor más grande. El tratamiento con el EST tiende a disminuir la proporción de tumores con tamaños más avanzados. 
 
	

5.3.3. Análisis histológicos 
 

En la figura 23 se muestran imágenes representativas de los análisis histológicos del tejido renal obtenido 

después de uno y dos meses de tratamiento con FeNTA (Panel A). En las imágenes de los grupos control de 

ambos tiempos de estudio se pueden apreciar las estructuras histológicas caracterìsticas de la corteza renal: 
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glomérulos y túbulos proximales y distales. En cambio, en las muestras de los grupos tratados con DEN y FeNTA 

se observan alteraciones histológicas como la infiltración de linfocitos que evidencía una respuesta inflamatoria y 

displasia de origen multicéntrico o multifocal en los túbulos proximales. Los túbulos con displasia a diferencia de 

los sanos, se caracterizan porque sus paredes están constituidas por varias capas de células las cuales presentan 
agrandamiento del núcleo, nucléolo prominente en algunos casos e irregularidad en la envoltura nuclear, y esta 

atrofia en las estructuras típicas del riñón fue mayor después de dos meses de exposición al carcinógeno que a 

un mes. Además, a los dos meses ya se observaron signos de proteinuria así como el desarrollo de quistes, los 

cuales pueden identificarse por tener una dilatación marcada del espacio glomerular o tubular y sin ninguna 

estructura en su interior. Por otro lado, a pesar de que a nivel macroscópico no se evidenciaron tumores, con los 

análisis histológicos se detectó la presencia de tejido tumoral en una de las muestras de una rata expuesta durante 

dos meses a FeNTA que se distingue claramente en el panel B de la Figura 23, y cuyas características se detallan 

más adelante. Bahnemann y cols. (1998) también encontraron lesiones histológicas al primer mes de tratamiento 
con FeNTA, no obstante, estos autores describen hiperplasia en los túbulos proximales en vez de displasia, y 

esta discrepancia podría deberse a que en ese trabajo se utilizó un esquema de tratamiento con FeNTA diferente 

al nuestro y no se administró el DEN. Por otro lado, en el grupo tratado con EST (EST+DEN+FeNTA) se observó 

una mayor proporción de túbulos proximales sanos (29%) (p<0.0022) como indicio de que no han cedido al daño 

por el tratamiento carcinogénico y una menor incidencia de displasia lo que pone de manifiesto la protección del 

EST contra el daño por FeNTA, aunque no lo previene totalmente. Los resultados obtenidos dan una idea del 

tiempo en que las lesiones pre-neoplásicas comienzan a presentarse y sugieren que la exposiciòn a FeNTA 

durante 1 y 2 meses representan diferentes etapas tempranas del proceso carcinogénico, por lo que el análisis 
de alteraciones moleculares a estos tiempos puede ser útil para identificar mecanismos involucrados en la 

malignización de las células renales en este modelo experimental y que puede ser razonable estudiar tiempos 

aún más cortos para identificar los eventos iniciales que conducen a la carcinogénesis. En conjunto, estos 

hallazgos resultan relevantes ya que la identificaciòn de los tiempos necesarios de exposición al carcinógeno 

donde comienzan a presentarse lesiones pre-neoplásicas y las alteraciones histológicas inducidas en estas 

etapas nunca habían sido descritas, y es prácticamente imposible realizar este tipo de estudios en el humano ya 

que el CCR comúnmente se diagnostica en etapas avanzadas.   
 

Por otra parte, la presencia de quistes al segundo mes tratamiento nos hace cuestionar su posible papel 

en el desarrollo del cáncer. Algunas evidencias sugieren que el CCR ocasionalmente proviene de las células que 

forman la pared de los quistes (Taide, et al., 1993; Montani, et al., 2010); por ejemplo, se han identificado factores 

de crecimiento y citocinas como EGF y EPO en los quistes que se presentan en los pacientes (Taide, et al., 1993; 

Lee, et al., 2005). Por el contrario, otras evidencias apuntan a que los quistes son parte de un cambio benigno, 

cuya etiología difiere de los eventos que conducen al cáncer (Lin, et al., 2008). De acuerdo con nuestros 

resultados, la displasia, que sí es una lesión preneoplásica, se detectó desde el primer mes de tratamiento con 
FeNTA, y no se observaron quistes hasta los dos meses, lo que podría sugerir que estos últimos no son 

precursores de las alteraciones que conducen al desarrollo de CCR.  
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Figura 23. Alteraciones histológicas después de 1 mes y 2 meses de tratamiento con FeNTA y efecto del EST. Fotomicrografías 
representativas de tejido renal de los grupos control, DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. En el Panel A se aprecia que al primer mes el grupo 
DEN+FeNTA presenta displasia de origen multifocal en los túbulos proximales (círculo) e infiltración de linfocitos (L). El tratamiento con EST 
indujo protección parcial debido a que se observó una mayor proporción de túbulos no dañados (*), sin embargo no es capaz de inhibir 
totalmente la displasia presentada a los 2 meses de tratamiento con FeNTA. En el grupo DEN+FeNTA se encontró mayor atrofia en las 
estructuras típicas del riñón, la displasia fue más evidente y la proteinuria (flecha punteada) y los quistes renales (Q) comenzaron a aparecer. 
En el Panel B se presenta una micrografía de carcinoma de células renales de células claras (CCRcc) encontrado en una muestra obtenida 
al segundo mes de tratamiento con FeNTA (flecha sólida). (H&E, 400X). G=glomérulo, P = túbulo proximal, D= túbulo distal. Estudios 
realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar.  
 

 

En cuanto a los hallazgos histológicos al final del protocolo de carcinogénesis, en la figura 24 se muestran 

fotomicrografías representativas donde se puede observar una apariencia normal del tejido renal en el grupo 

control, en cambio en el grupo DEN+FeNTA es evidente la presencia de tejido tumoral (T) con una estructura 
totalmente diferente a la del tejido renal normal adyacente (N). Asimismo, en los grupos DEN+FeNTA y 

EST+DEN+FeNTA se observaron quistes renales (Q), al igual que en las muestras de 2 meses de tratamiento 

con el carcinógeno. Los quistes presentados en esta etapa final fueron más grandes que aquellos en etapas 

tempranas. Así mismo, se encontró una mayor proporción de quistes en el grupo EST+DEN+FeNTA (3:1) 

respecto al grupo DEN+FeNTA (p<0.0025) y una menor incidencia de cáncer en los riñones del grupo tratado con 

EST+DEN+FeNTA que en aquéllos del grupo DEN+FeNTA, lo cual sugiere que el EST probablemente está 

induciendo vías de señalización que conducen a la formación del quiste evitando o retardando así el desarrollo 

de cáncer y apoya la hipótesis de que los quistes representan más bien lesiones benignas como se discutió 
anteriormente. 

 

La determinación del subtipo histológico es básica como primer paso en la caracterización del modelo, 

ya que existen algunas discrepancias en la literatura al respecto. Los resultados de los análisis histológicos de 

los tumores obtenidos en el presente trabajo mostraron que el subtipo histológico fue de células claras en todos 

los casos. De hecho, la masa tumoral observada en una de las muestras después de dos meses de exposición a 

FeNTA también corresponde al subtipo histológico de células claras. Toyokuni y cols. (1998) reportaron que los 

tumores con histología del subtipo de células claras eran raros en el modelo, y que cuando se presentaban, el 
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17.6% de los tumores que estudiaron se encontraba mezclado con un subtipo de morfología granular. Otro estudio 

de histopatología en tumores de cáncer renal inducidos con DEN+FeNTA revelaron adenocarcinoma con un 

patrón de crecimiento acinar o papilar en el 40% de los animales (Athar et al., 1998). De acuerdo con la 

clasificación de los subtipos histológicos (OMS, 2004; UICC/AJCC), la morfología granular encontrada por 
Toyokuni (1998) podría corresponder al subtipo cromófobo, en cambio, el patrón de crecimiento papilar 

encontrado en los estudios por Athar (1998) correspondería al subtipo papilar, y el acinar al subtipo de células 

claras. La diferencia entre nuestros resultados y aquéllos publicados por otros autores puede deberse a que en 

esa época la clasificación histológica no estaba totalmente definida. Por esta razón se consideró importante re-

evaluar el subtipo de CCR en los tumores inducidos por DEN+FeNTA de acuerdo a la clasificación actual. La gran 

similitud en la apariencia histológica entre los tumores obtenidos experimentalmente y los del humano sugiere 

que probablemente estén implicadas las mismas alteraciones moleculares. Esto también puede fundamentarse 

por el hecho de que el CCR hereditario y esporádico con el mismo subtipo histológico comparten las mismas 
alteraciones histológicas y moleculares, aunque su etiología es diferente (Foster, et al., 1994; Gnarra, et al., 1994). 

 

	
	
Figura 24. Análisis histológicos de los tumores obtenidos al final del protocolo de carcinogénesis renal. Microfotografías 
representativas donde se puede apreciar la arquitectura histológica normal en el grupo control, tejido tumoral en el grupo DEN+FeNTA y 
quistes renales en el grupo EST+DEN+FeNTA. El subtipo histológico de CCR fue de células claras en todos los casos. La apariencia 
microscópica de los grupos EST o DEN fue similar a la del grupo control (datos no mostrados). G, glomérulo. P, túbulo proximal. D, túbulo 
distal. N, tejido normal. T, tejido tumoral. Q, quistes renales. Tinción H&E (100X). Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores 
Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
 

 
Además de la determinación del subtipo histológico, se evaluó el grado de avance de los tumores utilizando 

el criterio de grado nuclear propuesto por Fuhrman y descrito en la sección 4.1.3. (Thomas, et al., 2008). En la 

Figura 25, se muestran imágenes histológicas representativas de los tumores con diferentes grados Fuhrman del 

grupo DEN+FeNTA (Panel A), así como la gráfica del porcentaje de tumores de cada grado respecto al número 

total de tumores analizados en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA (Panel B). Como se puede observar, 

en el grupo DEN+FeNTA se obtuvieron tumores con grados Fuhrman F1 a F4 mientras que el grupo 

EST+DEN+FeNTA solo presentó tumores hasta grado F3, lo que sugiere que el EST retarda la progresión del 

CCR. 
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Figura 25. Efecto del extracto sobre el grado Fuhrman presentado en los tumores obtenidos al final del protocolo de carcinogénesis 
renal. Panel A. Fotomicrografías representativas de los diferentes grados Fuhrman en los tumores obtenidos en el grupo DEN+FeNTA. Tinción 
H&E (100X). Panel B. Porcentaje de tumores con los diferentes grados Fuhrman presentados en los grupos de estudio DEN+FeNTA y 
EST+DEN+FeNTA. En el grupo DEN+FeNTA se obtuvieron tumores con grado Fuhrman 1-4 y con el tratamiento con el EST sólo se obtuvieron 
tumores hasta el grado Fuhrman 3. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico 
Militar. 
 
5.3.4 Evaluación de marcadores de estrés oxidante por inmunohistoquímica 

  
Dado que en el protocolo de nefrotoxicidad aguda no se encontraron cambios en los niveles renales de 

marcadores de estrés oxidante por técnicas espectrofotométricas, se decidió evaluar los niveles de 4-HNE y 3-
NT en tejido renal mediante IHQ para determinar la extensión de la peroxidación lipídica y oxidación de proteínas 

respectivamente. En la figura 26 se muestran fotomicrografías representativas así como las gráficas de la 

cuantificación de 4-HNE mostrando su distribución en tejido tumoral (Paneles A y B) y 3-NT (panel B) en muestras 

obtenidas después de uno y dos meses de tratamiento con FeNTA. En el grupo tratado con DEN+FeNTA se 

presentó un incremento significativo en ambos marcadores a los dos tiempos, sin embargo, el estrés oxidante 

generado a los dos meses fue mayor que el presentado a un mes. En ambos casos el tratamiento con EST (grupo 

EST+DEN+FeNTA) disminuyó el daño oxidativo de manera parcial, lo que coincide con estudios previos de 
nuestro laboratorio, donde se vió que el EST disminuye de manera significativa aunque parcialmente los niveles 

renales de malondialdehído (MDA) una hora después de una de las administraciones de FeNTA (Vargas-Olvera, 

2009). 
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Figura 26. Inmunohistoquímica de marcadores de daño por estrés oxidante a lípidos y proteínas en muestras de tejido renal después 
de 1 mes y 2 meses de tratamiento con FeNTA. La tinción positiva de 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Panel A) y nitrotirosina (3-NT) (Panel B) 
se observa en café en las fotomicrografías (400X). El tratamiento con DEN+FeNTA incrementa los niveles de ambos marcadores  respecto 
al grupo control y el pre-tratamiento con EST lo disminuye significativamente para ambos meses. Se analizaron cuatro campos por riñón y los 
resultados se expresan como porcentaje de área teñida respecto al total del área analizada. Las columnas con letras diferentes presentan 
diferencia estadísticamente significativa (p<0.0001). Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la 
Escuela Médico Militar 

 
               La presencia de los marcadores de estrés oxidante también se evaluó en muestras obtenidas al término 

del protocolo de desarrollo de cáncer renal.  En la figura 27 se muestran imágenes representativas de la IHQ de 

4-HNE mostrando su distribución en tejido tumoral (Páneles A y B), tejido con quiste renal en formación (Panel 

C) y tejido con necrosis (Panel D). En el tejido tumoral, la tinción positiva se encontró tanto en el núcleo como en 

el citoplasma (Panel A), y esta tinción fue más intensa en tumores con mayor grado de avance (Panel B). En 

áreas de formación de quistes también se presentaron aductos de 4-HNE, sin embargo, en áreas de necrosis su 

presencia fue prácticamente nula. Por otro lado, en la figura 28 se muestran fotomicrografías representativas de 

la IHQ en tejido renal de los diferentes grupos estudiados así como la gráfica de la cuantificación. Los resultados 
muestran una elevación clara de los niveles de este marcador en el tejido tumoral respecto al  grupo control, y 

que el tratamiento con EST disminuye significativamente el daño oxidativo. Así mismo, se puede ver que el EST 

per se no generó estrés oxidante y que en los grupos DEN y FeNTA sí se observa este marcador pero muy 

moderadamente. 
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Figura 27. Inmunohistoquímica de 4-hidroxinonenal (4-HNE) en diferentes lesiones de muestras obtenidas al final del protocolo de 
carcinogénesis renal. La tinción positiva se observa en café (400X). Tejido tumoral (A y B), tejido con quiste renal en formación (C), tejido 
con necrosis (D). El 4-HNE en tejido tumoral puede observarse en el núcleo, áreas adyacentes a la membrana celular y en el citoplasma. En 
áreas de formación de quistes (Q) también se presentaron aductos de 4-HNE y en áreas de necrosis (N) su presencia fue prácticamente nula. 
Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
	

 
	

 
 
Figura 28. Cuantificación de 4-hidroxinonenal (4-HNE) en todos los grupos estudiados al término del protocolo de carcinogénesis 
renal. Fotomicrografìas representativas de inmunohistoquímica de HNE (en color café) en cada grupo de estudio (400X). La tinción de 4-HNE 
en el EST es similar a la presentada en el grupo control, el grupo tratado con DEN muestra estrés oxidante moderado y el tratamiento con 
DEN+FeNTA induce estrés oxidante notable y el pre-tratamiento con EST lo disminuye significativamente. Las barras representan la media ± 
EE del porcentaje de tinción en 4 campos microscópicos representativos. Columnas con letras diferentes presentan diferencia 
estadísticamente significativa (p<0.0001). Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela 
Médico Militar. 
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Los resultados de la IHQ de 3-NT, marcador de daño a proteínas por estrés oxidante, al final del protocolo 

de carcinogénesis se presentan en las figuras 29 y 30. La distribución tisular se puede apreciar en la figura 29 

donde se muestran fotomicrografías representativas de tejido tumoral (Imágenes A y B), tejido con quiste (Imagen 

C) y tejido con necrosis (Imagen D). En el tejido tumoral, la tinción de nitrotirosina predominó en el citoplasma, y, 
al igual que con 4-HNE, esta tinción se incrementó en tumores con mayor grado de avance (Imagen B). En los 

quistes, la tinción positiva se presentó en la periferia (Imagen C), y en áreas de necrosis la tinción fue mínima 

(Imagen D). Los niveles de nitrotirosina en los diferentes grupos de estudio, presentados en la Figura 30, tuvieron 

un comportamiento similar a los obtenidos para 4-HNE. Estos resultados coinciden con lo reportado en CCR 

humano en donde se ha demostrado la presencia de nitrotirosina en tejido tumoral la cual correlaciona con el 

grado Fuhrman (Soini, 2006), y en el presente trabajo los niveles de 4-HNE y 3-NT mostraron una correlación 

directa con el tamaño del tumor en el 65% de las muestras, y en una menor proporción de las muestras se 

encontró correlación con el grado Fuhrman (aproximadamente un 30%).  
 

       
 

        
 
Figura 29. Inmunohistoquímica de nitrotirosina (3-NT) en muestras con diferentes lesiones obtenidas al final del protocolo de 
carcinogénesis renal. La tinción positiva de 3-NT se observa en café en las fotomicrografías (400X). Tejido tumoral (A y B), tejido con quiste 
renal en formación (C), tejido con necrosis (D). La nitrotirosina en tejido tumoral puede observarse en el núcleo, áreas adyacentes a la 
membrana celular y en el citoplasma. En áreas de formación de quistes también se presentaron nitrotirosina en la periferia del quiste y en 
áreas de necrosis su presencia fue prácticamente nula. Q: Quiste. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez 
González de la Escuela Médico Militar. 
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Figura 30. Cuantificación de 3-nitrotirosina (3-NT) en todos los grupos estudiados al término del protocolo de carcinogénesis renal. 
Fotomicrografìas representativas de la inmunohistoquímica de 3-NT (en color café) en cada grupo de estudio (400X). La tinción de 3-NT en 
el EST es similar a la presentada en el grupo control, el grupo tratado con DEN muestra estrés oxidante moderado y el tratamiento con 
DEN+FeNTA induce estrés oxidante notable y el pre-tratamiento con EST lo disminuye significativamente. Las barras representan la media ± 
EE del porcentaje de tinción en 4 campos microscópicos representativos. Las columnas con letras diferentes presentan diferencia 
estadísticamente significativa (p<0.0001). Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela 
Médico Militar. 
 

Interesantemente, los niveles de estrés oxidante en los diferentes tiempos estudiados en los grupos 

DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA, aumentan gradualmente conforme avanza el desarrollo del protocolo de 
inducción de cáncer renal (Figura 31); sin embargo, si consideramos que las muestras obtenidas al final del 

protocolo pertenecen a ratas que no recibieron el carcinógeno durante los dos últimos meses, parece que el 

estrés oxidante no sólo es generado por el FeNTA per se, sino que también podría originarse por eventos 

intrínsecos del metabolismo de las células malignas. De hecho, se ha demostrado que cambios pequeños en los 

niveles de estrés oxidante pueden estimular vías de señalización como la inducción de factores de crecimiento o 

del factor inducible por hipoxia, y de esta forma promover el desarrollo tumoral. En estudios previos realizados en 

CCR humano se ha sugerido que los tumores con un metabolismo alto presentan marcadores de estrés oxidante 

(Kinula, et al., 2004; Soini, et al., 2006). 
 

Entonces, la disminución en la incidencia de CCR por el tratamiento con EST podría atribuirse a la 

protección parcial que ejerce éste contra el estrés oxidante producido por FeNTA lo cual está soportado por el 

hecho de que los factores de riesgo como la obesidad, hipertensión y tabaquismo están relacionados con la 

inducción de estrés oxidante (Ferlay, et al., 2006). Por lo tanto, se podrían evaluar diferentes dosis de EST para 

determinar si se puede lograr una mayor protección contra el daño por oxidación producido por el carcinógeno, y 

en consecuencia una mayor disminución en la incidencia de CCR. Por otro lado, cabe enfatizar que se requieren 
estudios para identificar qué compuestos están presentes, cuáles son los que tienen mayor efecto o si una 

combinación particular de éstos pudiera tener mayor efecto benéfico.  
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Figura 31. Cuantificación de marcadores de daño de estrés oxidante a lípidos y proteínas durante el desarrollo del protocolo de 
carcinogénesis renal. 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Panel A) y 3-nitrotirosina (3-NT) (Panel B). En el grupo DEN+FeNTA se observa un 
aumento gradual del estrés oxidante durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal para ambos marcadores. El pre-tratamiento 
con EST disminuye los niveles de estos marcadores respecto al grupo DEN+FeNTA a los diferentes tiempos de manera parcial. Las barras 
representan la media ± EE del porcentaje de tinción en 4 campos microscópicos representativos. Columnas con letras diferentes representan 
diferencia estadísticamente significativa. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela 
Médico Militar. 

 

5.4 Marcadores moleculares de CCRcc 
 

5.4.1 Evaluación de la proteína von Hippel-Lindau (pVHL) 
 

Una de las alteraciones más comunes del CCRcc en el humano es la pérdida de la función de la proteína 

supresora de tumores pVHL (70-80%) (Patrick, et al., 2007). En el presente trabajo el comportamiento de esta 

proteína se determinó tanto en etapas tempranas del modelo como en los tumores obtenidos al final del protocolo 
experimental. En la figura 32 se muestran imágenes representativas de la IHQ en tejido renal de etapas 

tempranas. En los grupos control no se observó la presencia de la proteína y en los grupos tratados con 

DEN+FENTA y EST+DEN+FeNTA se detectó sólo en una o dos de las muestras analizadas, observándose 

predominantemente en el citoplasma de las células de los túbulos proximales y en el 10% del área total analizada. 

Con base en estos resultados se puede decir que no hay cambios en la expresión de pVHL en los grupos tratados 

con FeNTA durante 1 y 2 meses, en las que tampoco se observaron cambios en esta proteína por la técnica de 

western blot (datos aún no publicados). La tinción predominantemente citoplasmática en las células epiteliales 

tubulares y la ausencia de ésta en los glomérulos en las escasas muestras que presentaron tinción positiva 
coincide con los reportes en el humano (Shiao, et al., 2003), sin embargo, es importante hacer notar que una 

menor proporción de túbulos presentaron tinción positiva en las muestras de rata con respecto a lo que se observa 

en el humano. Asimismo, nuestros resultados concuerdan con otro estudio en el que se reporta que la expresión 

de pVHL está presente en sólo 5% de las células, principalmente de los túbulos proximales en el riñón de rata 

(Shiao, et al., 2000). 

 
 En la figura 33, se muestran fotografías representativas del comportamiento de pVHL en las muestras 

obtenidas al final del protocolo de carcinogénesis renal. En tejido renal adyacente al tumor se observó la presencia 

de pVHL en los túbulos proximales y distales, en cambio, en tejido tumoral no se observó tinción en ninguna de 

las muestras analizadas. Este comportamiento coincide con los reportes de CCR humano donde se observa una 

regulación notoria a la baja de pVHL (Shiao, et al., 2003). Los tumores que presentan mutaciones en el gen de 
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VHL inducen la producción de la proteína VHL truncada, por lo que la ausencia de tinción en las muestras 

obtenidas al final del protocolo de carcinogénesis renal puede ser resultado del pobre reconocimiento de la 

proteína por el anticuerpo, que realmente haya ausencia de pVHL en los tumores sugiriendo que estos ya 

presentan mutaciones en el gen o por regulación negativa epigenética (Pantuck, et al., 2003). 

                    Control                            DEN+FeNTA                    EST+DEN+FeNTA 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 32. Inmunohistoquímica de pVHL en muestras de tejido renal después de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. La tinción 
de pVHL se aprecia en color café en las fotomicrografías (400X). En los grupos control no se observó expresión de pVHL. En los grupos 
DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA se encontró tinción en los túbulos proximales, la cual fue escasa y presente sólo en una o dos muestras 
del número total analizado. Las flechas indican las áreas de tinción positiva en los túbulos proximales. G: glomérulo P: túbulo proximal. 
Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
 

En otro estudio, en el que se les administró N-nitrosodimetilamina a las ratas, una nitrosamina análoga al 

iniciador que utilizamos en el presente trabajo, se reportaron mutaciones en el gen de VHL y los tumores inducidos 

presentaban histología de células claras. Previamente, Toyokuni y cols. (1998) reportaron la ausencia de 
mutaciones en el gen de VHL en las muestras de tumores que analizaron en el modelo carcinogénesis renal con 

FeNTA, no obstante, a diferencia de nuestro protocolo estos investigadores no utilizaron la DEN como iniciador, 

más aún en los tumores que se indujeron con ese modelo la histología de células claras fue poco frecuente. Se 

podría pensar que el inductor de mutaciones en VHL en este modelo sea la DEN; de hecho, se sabe que uno de 

los principales factores de riesgo en el CCR esporádico en el humano es el tabaquismo, cuyo efecto carcinogénico 

se ha demostrado que se debe en parte a las nitrosaminas presentes en el humo del tabaco (Hard, et al., 1990), 

sin embargo, aún no se ha encontrado una correlación directa entre el tabaquismo y la presencia de mutaciones 

en el gen de VHL en el humano (Dijk, et al., 2006). 
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Figura 33. Inmunohistoquímica de pVHL en muestras de tejido renal obtenidas al final del protocolo de carcinogénesis renal. La 
tinción de pVHL se aprecia en color café en las fotomicrografías (400X). En tejido renal adyacente al tumor                                                                                                                                                                                                           
entre 5-10% de los túbulos proximales analizados presentaron tinción positiva. En tejido tumoral no se detectó la presencia de pVHL, 
únicamente en la periferia del tumor (flechas)  AD: Tejido adyacente, T: Tejido tumoral. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores 
Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
 
 

Por otro lado, como ya se mencionó anteriomente, tanto en los pacientes con CCR como en el modelo 

experimental, se presentan un gran número de quistes renales, los cuales, de acuerdo con los resultados 

obtenidos se sugiere que no son lesiones precursoras del desarrollo del CCR, ya que estos se manifestaron 

después del desarrollo de displasia. De hecho, los cientos de quistes renales que los pacientes frecuentemente 

albergan, sólo unos pocos llegan a ser carcinomas renales malignos (Mandriota, et al., 2002; Montani, et al., 
2010).  Al respecto, se ha propuesto que la relación de VHL con el desarrollo de estos quistes en este escenario 

refleja la pérdida estocástica del alelo remanente de VHL tipo salvaje, sugiriendo que la inactivación bialélica es 

suficiente para causar quistes pero no CCRcc. Esto último requiere presumiblemente la acumulación de 

mutaciones adicionales que afectan genes diferentes a los de VHL. En este contexto, se han documentado 

cambios cromosomales recurrentes tanto en el CCRcc hereditario como en el esporádico incluyendo la pérdida 

del cromosoma 14q y la ganancia del cromosoma 5q (Pei, et al., 2010; Klatte, et al., 2009; Chen, et al., 2009; 

Beroukhim, et al., 2009; Yoshimoto, et al., 2007). 

 

5.4.2 Evaluación del factor inducible por hipoxia (HIF-1a y HIF-2a) 
 

HIF es un factor transcripcional que está relacionado con la expresión de varios genes que se han 

vinculado con el desarrollo de CCR. En este trabajo se decidió analizar ambas isoformas de HIF debido a que se 

ha sugerido en diversos estudios que tanto su regulación como su participación en la expresión de algunos genes 

es diferente (Hu et al., 2003; Park et al., 2003). En el caso de HIF-1a se ha demostrado que en líneas de CCR 

induce la sobreexpresión de genes que codifican enzimas que participan en el metabolismo energético, como 
hexocinasa, lactato deshidrogenasa, y aldolasa, entre otras (Hu et al., 2003); esto confiere a las células la ventaja 

de tener un metabolismo típico de “glucólisis aeróbica” (efecto Warburg) y obtener la energía necesaria para 

realizar diferentes procesos celulares. En el caso de HIF-2a, se ha demostrado que regula genes que no regula 

HIF-1a, entre los que destacan el de TGF-a, el de ciclina D1 y el de EPO (Gunaratnam et al., 2003; Raval et al., 

2005; Scortegagna et al., 2003; Gruber et al., 2007; Rankin et al., 2007). 
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En el presente trabajo, no se logró identificar la presencia de HIF-1a en las muestras de riñón mediante 

la técnica de IHQ en ninguno de los grupos y tiempos estudiados, en cambio, HIF-2a sí se detectó en todas las 

etapas del desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal analizadas. En la Figura 34 se pueden apreciar 

fotografías representativas de la IHQ de HIF-2a de tejido renal obtenido después de uno y dos meses de 

tratamiento con FeNTA. Al primer mes, el grupo control presentó tinción escasa en la mayor parte de las 

estructuras del riñón y en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA se observó un ligero aumento; el cual fue 

más notorio a los dos meses. Estos resultados concuerdan con la cuantificación de HIF-2a por Western blot 

realizada de manera paralela en el laboratorio, en donde se pudo apreciar que no existen cambios en los niveles 

de esta subunidad en ninguno de los grupos de estudio después de un mes de tratamiento con FeNTA, en cambio, 

a los dos meses se encontró un aumento significativo en los grupos tratados con FeNTA, y que el EST no protege 
significativamente en ninguno de estos tiempos (Curiel-Muñiz, 2014).  
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Figura 34. Inmunohistoquímica de HIF-2a en muestras de tejido renal después de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. La  tinción 
de HIF-2a se puede apreciar en las fotomicrografías en color café (400X). Los niveles de HIF-2a incrementan notoriamente a los dos meses 
respecto al grupo control, las muestras con el pre-tratamiento con EST presentan un comportamiento similar al observado con DEN+FeNTA 
para ambos meses. G, Glomérulo. P, Túbulo proximal. D, Túbulo Distal. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez 
González de la Escuela Médico Militar. 
 

Resulta interesante hacer notar que una de las alteraciones moleculares que se presenta con mayor 

frecuencia en tumores de CCR de células claras, es la pérdida de la función de la proteína VHL (70-80%) (Patrick 
et al., 2007), que es la principal reguladora de la degradación de HIF en condiciones de normoxia (Iwai et al., 

1999). Esta pérdida de la función de VHL está asociada a mutaciones o silenciamiento epigenético (Kim et al., 
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2004); sin embargo, en un 20% de los casos de CCR de células claras no se encuentran alteraciones en esta 

proteína. Particularmente, en los tumores inducidos por exposición a FeNTA, Toyokuni et al., (1998) reportó que 

el gen de VHL no está mutado, y en nuestro laboratorio observamos que tampoco se alteran los niveles de la 

proteína en etapas tempranas ni en los tumores, lo que sugiere que existen otros mecanismos que regulan los 
niveles de HIF, entre los cuales podría estar involucrado el estrés oxidante. 

 
Asimismo, en líneas de carcinoma renal deficientes de pVHL, la restauración de la función de pVHL 

suprime la habilidad de formar tumores en ratones inmunocomprometidos y la actividad de pVHL puede anularse 

restaurando la actividad de HIF2a. Además, eliminando HIF2a se inhibe el crecimiento celular de este tipo de 

células, indicando que la regulación a la baja de HIF2a es también suficiente para la supresión tumoral por pVHL. 

La desregulación de HIF2a también parece ser necesaria y suficiente para el desarrollo de esta patología en 

ratones modificados genéticamente para que carezcan de pVHL (Kondo, et al., 2003). El riesgo de cáncer renal 

asociado con diferentes alelos de VHL correlaciona con el grado de que estos alelos desregulan a HIF2a (así 

como HIF1a) y el polimorfismo en la línea germinal de HIF2a ha sido relacionada con el riesgo de cáncer renal 

esporádico.  

 
Por último, respecto al efecto del EST, no se encontraron diferencias entre las alteraciones del grupo 

DEN+FeNTA y aquéllas del grupo EST+DEN+FeNTA, lo que indica que con el esquema de tratamiento utilizado 

el EST no tuvo efecto protector sobre las determinaciones realizadas. Sin embargo, como ya se mencionó, en 

este protocolo de carcinogénesis por FeNTA, el EST disminuyó la incidencia y retardó el grado de avance de los 

tumores, lo que sugiere que la protección observada por el tratamiento con el extracto contra el desarrollo de la 
neoplasia parece no darse a través de la modulación de VHL-HIF; sin embargo, no podemos descartar que el 

EST pueda tener efecto sobre esta vía a otros tiempos o bien sobre otras moléculas o vías de señalización. 

 
En la Figura 35, se presentan muestras representativas de tejido renal obtenidas al final del protocolo. En 

tejido sano (grupo control) la tinción de HIF-2a se pudo apreciar predominantemente en los túbulos proximales, 

y en los grupos tratados con DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA la tinción se presentó predominantemente en 
tejido tumoral aunque algunos de los túbulos renales presentaron tinción.  

Estos resultados concuerdan con lo declarado en la literatura ya que se ha encontrado que la expresión 

de HIF1a se pierde en el 30-40% de los ccRCC manifestados (Meléndez-Rodriguez, et al., 2018), debido a que 

se ha visto que HIF1a actúa como supresor tumoral promoviendo la progresión de este cancer por atenuación de 

la proliferación cellular de células tumorales autónomas deficientes de VHL. Por el contrario, HIF2a actúa como 

oncoproteína en ccRCC (Raval, et al., 2005). De este modo, este subtipo puede subdividirse en aquellos casos 

donde tanto HIF1a y HIF2a son expresados, y en aquellos donde solo se muestra expresión de HIF2a 

caracterizada por un incremento en la proliferación celular de ccRCC y una prognosis adversa (Meléndez-
Rodriguez, et al., 2018). 
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Figura 35. Inmunohistoquímica de HIF-2a en muestras de tejido renal obtenidas al final del protocolo de carcinogénesis renal. La  
tinción de en HIF-2a se puede apreciar en las fotomicrografías en color café (400X). HIF-2 a  se presenta en tejido tumoral obtenido al final 
del protocolo de carcinogénesis renal (flechas) G, Glomérulo. P, Túbulo próximal. T, tumor. Estudios realizados en colaboración con el Dr. 
Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
 
 
 

De acuerdo a nuestros resultados la desregulación de HIF2a parece ser la fuerza motriz en CCRcc 

deficiente de pVHL (Li, et al., 2012). Un modelo convincente es que la pérdida del cromosoma 14q está asociada 

con la disminución en la expresión del ARNmensajero de HIF1a y disminuye los niveles de la proteína HIF1a en 

el CCRcc (Shen, et al., 2013). La interrupción en el balance de HIF1a y 2a dentro de la célula, conduce a la 

expresión desproporcional de HIF2a y la formación de tumores conducido por HIF2a. En otros estudios, de hecho, 

se ha encontrado un switch aparente de la expresión de HIF1a a HIF2a en lesiones preneoplásicas provenientes 

de riñones humanos VHL-/+ junto con incremento en displasia y atipia celular. 
 

Los efectos opuestos de HIF1a y 2a no están del todo entendidos. Se sabe, que el conjunto de genes 

que regulados por HIF1a y 2a se sobreponen pero no son enteramente redundantes por lo que quizás uno o más 

genes que son regulados preferencialmente por HIF1a pueden suprimir el crecimiento de carcinoma renal. 

Además, HIF1a, en mucho menor grado que HIF2a, es sujeto a una segunda etapa de regulación dependiente 

de oxígeno. Específicamente, en la presencia de oxígeno, HIF1a se hidroxila en el residuo de asparragina por la 

enzima FIH-1, la cual disminuye la habilidad de HIF1a para activar la transcripción mientras que HIF2a es 

relativamente insensible a FIH-1. En consecuencia, el desplazamiento de HIF2a de los genes blanco de HIF1a 

en un tumor oxigenado, deficiente de pVHL puede conducir a la disminución de la transcripción debido a que el 

primero es más efectivo que el segundo como un activador transcripcional. Finalmente, los efectos diferentes de 

HIF1a y HIF2a con respecto a la supresión renal pueden relacionarse con las interacciones diferenciales con 

otros factores de transcripción como c-Myc y Notch. 
 

5.4.3 Evaluación de anhidrasa carbónica IX (CAIX)  
 
El comportamiento de CAIX se evaluó en tejido renal mediante IHQ y Western blot, así como en orina 

mediante ELISA con el objetivo de determinar su potencial como marcador de etapas tempranas del CCR.  
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En las figuras 36 y 37 se muestran fotomicrografías representativas de la IHQ de CAIX en tejido renal 

obtenido después de 1 y 2 meses de exposición a FeNTA, respectivamente. En el grupo control esta proteína fue 

muy escasa o ausente en la mayoría de las estructuras típicas del riñón, y cuando se presentó, se observó en 

tejido perivascular; en el grupo DEN+FeNTA la enzima aumentó en la misma zona después de los dos tiempos 
estudiados; pero a los dos meses de exposición a FeNTA, además, se advirtió una tinción intensa en áreas de 

displasia así como en la periferia de los túbulos proximales. En el caso del grupo EST+DEN+FeNTA, la tinción 

en el área perivascular fue menor que la encontrada en el grupo DEN+FeNTA en ambos tiempos.  

 
Figura 36. Inmunohistoquímica de anhidrasa carbónica IX en muestras de tejido renal después de un mes de tratamiento con FeNTA 
(400X). Las flechas señalan regiones con tinción positiva a CAIX. El grupo control al primer mes de estudio presentó tinción escasa en tejido 
perivascular, la cual aumentó en los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA. En el grupo tratado con EST+DEN+FeNTA la tinción fue 
menor que la observada en el grupo DEN+FeNTA. P, Túbulo proximal. A, Arteria. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores 
Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar.  

 

Nuestros resultados en el grupo control concuerdan con lo descrito en tejido renal sano de humano, donde 

también se han encontrado niveles bajos o nulos de CAIX (Bui, et al., 2003; Patard, et al., 2008), sin embargo, la 

presencia de esta proteína en tejido perivascular del riñón ileso no había sido previamente documentada, y esto 

puede deberse a que las muestras de humano generalmente se obtienen mediante biopsia por lo que el área 

puede ser analizada es muy pequeña en comparación con la que se puede analizar en la muestra de tejido renal 

de rata, y en los estudios que reportan una tinción escasa no describen su localización. Por otro lado, en estudios 
que reportan una tinción positiva aunque escasa en humano, no describen su localización. En general, se ha 

sugerido que CAIX puede tener una participación importante en la formación de vasos sanguíneos, ya que la 

expresión de CAIX está relacionada con hipoxia tisular, la cual es el principal activador de angiogénesis debido a 

la acumulación de HIFa. Así mismo, la acidificación del microambiente tumoral inducida por CAIX puede estimular 

la expresión de factores angiogénicos como IL-8. Otras evidencias que apoyan esta hipótesis es que se ha 
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encontrado que la expresión de CAIX se asocia fuertemente con la densidad microvascular (MVD por sus siglas 

en inglés) en el CCR (Rubio-Briones, et al., 2011), y que en otros tipos de cáncer la tinción de CAIX y del marcador 

de transdiferenciación endotelial CD31 frecuentemente se encuentra adyacente a zonas que muestran una 

neovascularización intensa (Dungwa, et al., 2011). De hecho, algunos estudios reportan la presencia de CAIX en 
tejido perivascular de muestras de tumor humano (Tripodi, S. et al., 2004; Rubio-Briones, et al., 2011). En el CCR 

se ha encontrado que CAIX fosforilada puede interactuar con la subunidad regulatoria de PI3K, contribuyendo a 

la activación de Akt (Dorai, et al., 2005), la cual, a su vez, induce transformación celular y neovascularización 

(Nicholson, et al., 2002). En estudios más recientes realizados en células endoteliales malignizadas como C33A 

y HeLa, se demuestra que CAIX promueve la angiogénesis a través de la activación de la vía c-Src/FAK/mTOR. 

Según estos estudios, la sobreexpresión de CAIX aumenta los niveles de FAK fosforilado y c-Src vía interacción 

con VEGF y subsecuentemente la formación de c-Src/FAK en la angiogénesis tumoral (Kim, et al., 2012). En este 
contexto, el hecho de haber encontrado tinción positiva para CAIX en zonas perivasculares en tejido renal sano, 

y que la tinción en estas mismas áreas haya aumentado en los grupos tratados con el carcinógeno durante el 

desarrollo del protocolo de cáncer renal sugiere que, en condiciones normales, CAIX podría tener un papel en el 

desarrollo de nuevos vasos sanguíneos, y que cuando su expresión se ve aumentada puede estar participando 

en otros eventos relacionados con la carcinogénesis.   

              
 

Figura 37. Inmunohistoquímica de anhidrasa carbónica IX en muestras de tejido renal después de dos meses de tratamiento con 
FeNTA. Las flechas señala regiones con tinción de CAIX en las fotomicrografías (400X). El grupo control al segundo mes de estudio presentó 
escasa tinción, en el grupo DEN+FeNTA la tinción predominó en áreas de displasia y en la periferia de los túbulos proximales. En el grupo 
tratado con EST+DEN+FeNTA la tinción fue menor que la observada en el grupo DEN+FeNTA. G, Glomérulo. P, Túbulo proximal. D, Displasia. 
Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar. 
 

En la figura 38 se muestra la distribución de CAIX en todos los grupos de estudio al final del protocolo de 

carcinogénesis renal (Figura 38). En los grupos control y tratados únicamente con EST o DEN, la tinción positiva 
fue mínima, en cambio, en los grupos tratados con FeNTA, la presencia de CAIX predominó en las zonas 
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periféricas de los tumores, sobretodo en células que se desprenden de los mismos, y, en algunos casos, se 

encontró de manera uniforme en el citoplasma de las células tumorales. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 38. Inmunohistoquímica de anhidrasa carbónica IX en muestras de tejido renal obtenidas al final del protocolo de 
carcinogénesis. Fotomicrografías representativas de tejido sano del grupo control, tejido de los grupos EST, DEN y FeNTA y en tejido tumoral 
de los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA (400X). En el grupo control la tinción es escasa, en los tumores, la tinción predominó en las 
zonas periféricas sobretodo en células que se desprenden. Flechas: Tinción positiva de CAIX. T= tejido tumoral S=Tejido sano. Estudios 
realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez González de la Escuela Médico Militar.  

 

La presencia de CAIX en células que se están desprendiendo de los tumores puede estar relacionada 

con su función como molécula que afecta en procesos de adhesión. Algunos reportes han sugerido el efecto de 

disminución en la adhesión inducido por CAIX ya que se ha visto que un pH extracelular ácido por CAIX puede 

conducir a la activación de metaloproteinasas de matriz (Mc Cawley, et al., 2000). Otro mecanismo, que incluso 

está más documentado, es que la sobreexpresión de CAIX en células normales de epitelio renal canino (MDCK) 

reduce la interacción de E-caderina con b-catenina lo cual desestabiliza la adhesión intercelular (Svastova, et al., 

2003). Por otro lado, también se ha sugerido que la sobreexpresión de CAIX en una línea celular de carcinoma 

cervical humano (C33A) interfiere con la vía de señalización Rho/ROCK la cual está involucrada en cambios 

morfológicos y migratorios celulares, facilitando de esta forma la invasión y la metástasis (Shin, et al., 2010). Con 

base en lo anterior, es muy probable que la CAIX también esté disminuyendo la adhesión celular al final del 

protocolo de carcinogénesis en nuestro modelo; de hecho, se observó la presencia de metástasis en pulmón en 

esta etapa. 

Por otro lado, para analizar el comportamiento general de la proteína a lo largo del protocolo de 
carcinogénesis se realizó la cuantificación de CAIX a los 3 tiempos estudiados comparando en cada muestra el 

área que presentó tinción positiva con respecto al área total examinada y la gráfica se muestra en la figura 39. 

Los niveles de CAIX incrementaron con el tratamiento con DEN+FeNTA en todos los tiempos de estudio, y este 

incremento fue progresivo ya que los niveles de CAIX al final del protocolo fueron mayores respecto a los 
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encontrados al segundo mes de tratamiento, los cuales, a su vez, fueron mayores que aquéllos observados a un 

mes. Aunque la final del protocolo el efecto del EST sobre los niveles de CAIX fue nulo, el pre-tratamiento con el 

EST disminuyó parcialmente los niveles de CAIX en etapas tempranas del protocolo, lo cual coincide con la 

disminución de la incidencia de cáncer previamente observada. 

 
Figura 39. Cuantificación por inmunohistoquímica de anhidrasa carbónica después de uno y dos meses de tratamiento con FeNTA 
y al final del protocolo de carcinogénesis renal. Las barras representan la media ± EE del porcentaje de área con tinción positiva en 4 
campos microscópicos representativos de acuerdo al patrón de tinción observado y representado en las figuras 36, 37 y 38. Columnas con 
letras diferentes presentan diferencia estadísticamente significativa. Estudios realizados en colaboración con el Dr. Dolores Javier Sánchez 
González de la Escuela Médico Militar. 
 

Por otra parte, los niveles de CAIX determinados por Western blot al primer y segundo mes de tratamiento 

con FeNTA mostraron el mismo comportamiento que el obtenido mediante IHQ (Figura 40), es decir, se observa 

una mayor expresión de CAIX a ambos tiempos en los grupos tratados con DEN+FeNTA respecto a la obtenida 

en el grupo control, y el pretratamiento con EST disminuye significativamente, aunque no totalmente, los niveles 
en el grupo EST+DEN+FeNTA respecto a los encontrados en el grupo DEN+FeNTA. 

 

 

                  
Figura 40.  Western blot de anhidrasa carbónica IX (54 kDa) en muestras de tejido renal después de 1 y 2 meses de tratamiento con 
FeNTA. Las barras representan la media ± EE. Columnas con letras diferentes representan diferencia estadísticamente significativa. URD: 
Unidades relativas de densitometría.  
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Los resultados obtenidos por IHQ se corroboraron mediante western blot en etapas tempranas (Figura 

40) como al final del protocolo (Figura 41) a excepción de que el aumento en los niveles de CAIX en el grupo 

DEN+FeNTA en esta última etapa no fue estadísticamente significativa. Esto puede deberse a que el análisis 

cuantitativo por IHQ se realizó tanto en tejido tumoral como adyacente mientras que por Western blot se realizó 
específicamente en tejido tumoral. En los resultados obtenidos por Western blot, los tumores analizados no 

presentaron un comportamiento homogéneo por lo que el error estándar en el grupo DEN+FeNTA fue muy grande 

y por ende no se alcanzó una diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo control. Por lo tanto, 

se analizó la correlación de la expresión de CAIX con el tamaño del tumor como indicador del grado de avance 

del CCR. Los resultados se presentan en la Figura 42 en donde se observó una tendencia en el aumento de la 

expresión de este marcador en función del tamaño del tumor. 

 
 

                                                      
 
Figura 41.  Niveles de anhidrasa carbónica IX (54 kDa) determinados por western blot en muestras de tejido renal obtenidas al final 
del protocolo de carcinogénesis renal. Grupos Control, EST, DEN y FeNTA y en el caso de los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA 
se tomó únicamente tumoral. Ningún grupo de estudio presentó alteraciones en los niveles de CAIX. Las barras representan la media ± EE. 
URD: Unidades relativas de densitometría.  
 
 

Ahora bien, en cuanto a las posibles causas del aumento de CAIX, se ha reportado una correlación 

positiva entre la presencia de las mutaciones en el gen de VHL en el humano con una alta expresión de CAIX 

(Patard, et al., 2008), y se ha observado que esta expresión disminuye por la reintroducción del gen de VHL 

(Ivanov, et al., 1998). En nuestro estudio no se encontraron cambios en los niveles de pVHL al primer y segundo 
mes de tratamiento con FeNTA, por lo que parece ser que en estas etapas aún no se han inducido mutaciones 

en el gen de VHL; en cambio, sí se observó un aumento significativo en los niveles de CAIX desde etapas 

tempranas, lo que sugiere que la inducción de CAIX podría conducirse por eventos río abajo independientes de 

VHL. Asimismo, en otros estudios, se ha visto que en otros subtipos de CCR la expresión de CAIX es dependiente 

únicamente de hipoxia, por lo que se sugiere que existe un factor adicional que está involucrado en la regulación 

de CAIX. Por lo tanto, parece que el aumento gradual en la expresión de CAIX durante el protocolo de 

carcinogénesis renal podría explicarse más bien en función de su principal regulador que es HIF, cuya actividad, 
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puede ser modulada por las EROs. En un estudio realizado por Sumbayev y cols. se demuestra que HIF es un 

blanco de la S-nitrosilación por NO producido de manera endógena o exógena, por lo que el NO puede actuar 

como inductor de HIF; así mismo, niveles elevados de EROs pueden estabilizar a HIF al inactivar a las 

prolilhidroxilasas (HPH) o bien mediante la activación de NFkB involucrando a IKKa e IKBa, lo que conduce a un 

aumento en la transcripción de HIF (Bonello, et al., 2007), y de esta forma CAIX puede responder al estrés 

oxidante a través de HIF, sin la inactivación de pVHL debida a mutaciones en el gen. Además, el aumento 

observado en los niveles de CAIX coincide con el comportamiento del estrés oxidante durante el desarrollo del 

protocolo de carcinogénesis renal (el cual aumentó significativamente desde el primer mes de tratamiento con 

FeNTA), por lo que el estrés oxidante podría estar induciendo a esta proteína a través de HIF.  
 
 

 
 
 
 
Figura 42.  Niveles de anhidrasa carbónica IX (54 kDa) determinada mediante western blot en tumores de diferentes tamaños 
obtenidas al final del protocolo de carcinogénesis renal. T: tamaño del tumor de acuerdo a la escala indicada. Los resultados sugieren 
que los niveles de CAIX correlacionan con el grado de avance del tumor. URD: Unidades relativas de densitometría.	
 

5.4.4 Evaluación de CAIX en orina mediante ELISA directo 

 

Una de las principales razones para determinar los niveles de CAIX en el presente trabajo es que esta 

proteína puede medirse en suero u orina como resultado de la liberación del dominio extracelular de CAIX 

conocido también como proteína soluble ó s-CAIX. Se ha reportado una correlación directa entre los niveles de 

CAIX en suero de pacientes y el tamaño del tumor; sin embargo, hasta donde sabemos no se ha realizado ningún 

estudio que analice una correlación entre los niveles de CAIX en orina con la progresión del CCR ni con el grado 

de avance del tumor, por lo que se decidió determinar la excreción urinaria de CAIX durante el desarrollo del 

protocolo de carcinogénesis renal mediante ELISA directo. Los resultados se muestran en la Figura 43 donde se 

aprecia que hay un aumento en la excreción de esta proteína en el grupo DEN+FeNTA con respecto al grupo 
control, al primer y segundo mes de tratamiento con FeNTA, siendo en el segundo mes estadísticamente 

significativa, y en ambos casos el pretratamiento con EST disminuyó de manera parcial la excreción de CAIX. 

Interesantemente, al final del protocolo, cuando los tumores están desarrollados, no se encontraron cambios en 

T: Tamaño del tumor 
T1(0.5-2mm), T2(2.5-3mm), T3(4-5mm), T4(6mm), T5(15-45mm) 
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la excreción urinaria de CAIX en ningún grupo de estudio. Si se comparan los datos de s-CAIX con los niveles de 

CAIX totales obtenidos por IHQ de la Figura 39 al primer y segundo mes de tratamiento, el comportamiento es 

muy similar, sin embargo, al final del protocolo los niveles en tejido renal se elevan en los grupos DEN+FeNTA y 

EST+DeN+FeNTA, y los de s-CAIX en estos grupos se reestablecen a los niveles observados en el grupo control. 

 
Figura 43. Excreción urinaria de CAIX después de uno y dos meses de tratamiento con FeNTA y al final del protocolo de 
carcinogénesis renal. La determinación se realizó mediante la técnica de ELISA directo. La excreción urinaria de CAIX en ug/día de los 
grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA (véase anexo A) se ajustó con los valores correspondientes del grupo control. Columnas con letras 
diferentes presentan diferencia estadísticamente significativa (a excepción de los grupos indicados con asterísco). Las barras representan la 
media ± EE. P<0.05. 
 
 

Esto último puede indicar que CAIX puede tener efectos potenciales sobre el tumor y por lo tanto no es 

escindida para su liberación en la orina. La medición de CAIX en orina representa la ventaja de ser un 

procedimiento de toma de muestra no invasivo que incluso permite muestreos seriales para realizar el diagnóstico 

un durante el periodo de monitoreo. Aunque, CAIX ha ganado atención como marcador molecular para 

malignidades urogenitales, se han realizado pocos estudios en donde detecten esta molécula en orina. Hasta el 

momento se han determinado los niveles de ARN mensajero de CAIX total encontrando una expresión más baja 

en pacientes con cáncer renal vs control. 
 

  

Anexo A. Excreción urinaria de CAIX en los diferentes grupos experimentales a los 3 tiempos estudiados durante el desarrollo del 
protocolo de carcinogénesis renal. La determinación se realizó mediante la técnica de ELISA directo. Las barras representan la media ± 
EE. p>0.05. 
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VI. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

Análisis del extracto de semillas de tamarindo 

• El extracto de semillas de Tamarindus indica L. (EST) presentó un alto contenido de compuestos 

polifenólicos y una notable capacidad de inactivación del radical superóxido. 

Protocolo de nefrotoxicidad aguda  

• La notoria nefrotoxicidad inducida por las dos administraciones de FeNTA (9 mg Fe/Kg) se abate por el 

EST de manera significativa. 

Protocolo de carcinogénesis renal 

• La dosis única de DEN no altera los parámetros estudiados en riñón (función renal y estrés oxidante). 

• El EST administrado de manera crónica no tiene efectos pro-oxidantes, antinutricionales o sobre la 
función renal. 

• Se comprobó la producción de estrés oxidante y que este va aumentando durante el desarrollo de este 

protocolo y la protección parcial pero notoria por parte del EST. Los niveles de los marcadores de estrés 

oxidante como 3-NT y 4-HNE incrementaron de manera progresiva durante el desarrollo del protocolo de 

carcinogénesis renal. El EST disminuyó los niveles de 3-NT y 4-HNE de manera parcial en todos los 

tiempos estudiados. 
Etapas tempranas 

• Al primer mes de tratamiento con FeNTA, se encontró displasia multifocal en los túbulos proximales. El 

EST disminuye significativamente la presencia de displasia aunque no la previene totalmente.  

• A los dos meses de tratamiento con FeNTA la displasia fue más evidente, hubo mayor atrofia en las 

estructuras típicas del riñón, comenzaron a presentarse signos de proteinuria y ya se detectaron quistes 
renales e incluso un caso de CCR ya fue detectado. 

Final del protocolo 

• Al término del protocolo se encontró una mayor proporción de quistes y menor incidencia de cáncer en 

los riñones del grupo tratado con EST+DEN+FeNTA que en aquéllos del grupo DEN+FeNTA. 

• El desarrollo del CCR se presentó sin cambios en la función renal lo cual es característico de la 
enfermedad en el humano. 

• El subtipo histológico de todos los tumores analizados fue de células claras. 

• El EST disminuyó la incidencia de ratas con cáncer en un 21.05% aunque la disminución no fue 

estadísticamente significativa.  

• Con base en el tamaño de los tumores y el grado Fuhrman se puede decir que el EST a una dosis de 100 

mg EAG/Kg/día retardó el avance del CCR. 

En cuanto a las diferentes proteínas analizadas: 
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Proteína von Hippel Lindau (pVHL) 

• No se presentaron alteraciones en los niveles de pVHL determinados por IHQ a uno y dos meses de 

exposición al carcinógeno. En los grupos control no se detectó la presencia de la proteína y en los grupos 
tratados con DEN+FENTA y EST+DEN+FeNTA se detectó sólo en una o dos de las muestras examinadas 

y en el 10% del área total analizada. 

• La tinción de pVHL es predominantemente citoplasmática en las células epiteliales tubulares y la ausencia 

de ésta en los glomérulos en nuestras muestras coincide con los reportes en el humano, sin embargo, 

una menor proporción de túbulos presentaron tinción positiva en las muestras de rata con respecto a lo 

que se observa en el humano. 

• Al final del protocolo se observa la presencia de pVHL en tejido renal adyacente al tumor y la ausencia 

de esta proteína en tejido tumoral, este comportamiento coincide con los reportes de CCR humano donde 

se observa una regulación notoria a la baja de pVHL. 

Factores inducibles por hipoxia 1a y 2a 

• La detección de HIF-1a no fue posible mediante IHQ a ninguno de los tiempos estudiados. 

• El aumento en los niveles de HIF-2a en los grupos tratados con FeNTA respecto al grupo control se dió 

de manera progresiva, detectándose ligeramente este aumento después de 1 mes de exposición al 

carcinógeno, el cual fue más evidente a los 2 meses y en tejido tumoral obtenido al final del protocolo.   

• Respecto al efecto del EST, no se encontraron diferencias entre las alteraciones del grupo DEN+FeNTA 

y aquéllas del grupo EST+DEN+FeNTA, lo que indica que con el esquema de tratamiento utilizado el EST 

no tuvo efecto protector sobre las determinaciones realizadas. Sin embargo, como ya se mencionó, en 
este protocolo de carcinogénesis por FeNTA, el EST disminuyó la incidencia y retardó el grado de avance 

de los tumores, lo que sugiere que la protección observada por el tratamiento con el extracto contra el 

desarrollo de la neoplasia parece no darse a través de la modulación de VHL-HIF; sin embargo, no 

podemos descartar que el EST pueda tener efecto sobre esta vía a otros tiempos o bien sobre otras 

moléculas o vías de señalización. 

 
       Anhidrasa carbónica IX 

       Inmunohistoquímica 

• CAIX se detectó de manera escasa en tejido sano, sin embargo, cuando se presenta, se observa 

principalmente en tejido perivascular. En los grupos tratados con FeNTA esta tinción aumenta en tejido 

perivascular a uno y dos meses, siendo mayor el incremento a los dos meses, además de observarse en 
zonas de displasia y regiones peritubulares en este tiempo. En el caso del grupo EST+DEN+FeNTA, la 

tinción en el área perivascular fue menor a la presentada en el grupo DEN+FeNTA en ambos tiempos.  

• La tinción en tejido perivascular del riñón sano no había sido previamente reportada. 

• La expresión de CAIX, al igual que el estrés oxidante, incrementó de manera progresiva durante el 
desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal. El tratamiento con el EST al final del protocolo no 
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previene la expresión de CAIX, pero sí disminuyó parcialmente los niveles de esta proteína en etapas 

tempranas del protocolo. 

• Al final del protocolo, CAIX se detectó en zonas adyacentes al tumor incluyendo regiones cercanas a las 
células tumorales con propiedades de migración y, en algunos casos, se encontró de manera uniforme 

en el citoplasma de las células tumorales.  

      Western blot 

• Los niveles de CAIX determinados por Western blot al primer y segundo mes de tratamiento con FeNTA 
mostraron el mismo comportamiento que el obtenido mediante IHQ, es decir se observa una mayor 

expresión de CAIX en ambos tiempos en los grupos tratados con DEN+FeNTA respecto a la obtenida en 

el grupo control y el pretratamiento con EST los disminuye significativamente, aunque no totalmente. 

• Al final del protocolo, aunque el comportamiento de CAIX por Western blot fue similar al obtenido por 

IHQ, es decir se observó un aumento en los niveles de CAIX en el grupo DEN+FeNTA, no hubo diferencia 
estadísticamente significativa.  

ELISA 

• Durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal hay un aumento en la excreción urinaria de 
s-CAIX en el grupo DEN+FeNTA con respecto al grupo control al primer y segundo mes de tratamiento 

con FeNTA, siendo en el segundo mes estadísticamente significativa y en ambos casos el pretratamiento 

con EST disminuyó de manera parcial.  

• Al final del protocolo, cuando los tumores están desarrollados, no se encontraron cambios en la excreción 

urinaria de CAIX en ambos grupos de estudio.  

• Los niveles presentados de s-CAIX tuvieron un comportamiento similar a los niveles de CAIX totales 
obtenidos por IHQ, al primer y segundo mes de tratamiento, sin embargo, al final del protocolo los niveles 

de CAIX en tejido renal se elevan en los grupos DEN+FeNTA y EST+DeN+FeNTA y los de s-CAIX en 

estos grupos se reestablecen a los niveles observados en el grupo control.  
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VII. CONCLUSIONES 
 

§ Se confirma la actividad antioxidante del EST mediante la demostración de su capacidad para inactivar 

el radical superóxido in vitro, así como la reproducibilidad en su preparación de acuerdo a los resultados 

similares observados en cuanto el contenido de fenoles totales. 

§ El EST a una dosis de 100 mg EAG/kg/día disminuye notoriamente la nefrotoxicidad aguda inducida por 

FeNTA. 
§ Se logra implementar un esquema de tratamiento de exposiciones repetidas a FeNTA con el que se 

desarrolló CCR sin alterar la función renal, comportamiento similar al curso de la enfermedad en el 

humano.  

§ El subtipo histológico de CCR que se induce en el modelo experimental desarrollado corresponde al de 

células claras.  

§ Las lesiones preneoplásicas se observan desde etapas tempranas del desarrollo de CCR.  

§ El estrés oxidante incrementa progresivamente durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis 
renal, lo cual demuestra su participación en el modelo y los resultados obtenidos sugieren que no sólo es 

causado por el FeNTA, sino que también es producido por otros eventos moleculares  que conducen la 

progresión y mantenimiento del cáncer. 

§ En tejido renal adyacente al tumor se observó la presencia de pVHL en los túbulos proximales y distales, 

en cambio, en tejido tumoral no se observó tinción en ninguna de las muestras analizadas. Este 

comportamiento coincide con los reportes de CCR humano donde se observa una regulación notoria a la 

baja de pVHL 

§ Los niveles de HIF2a aumentan durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal por lo que la 

desregulación de HIF2a sugiere ser la fuerza motriz en CCRcc. 

§ Los niveles de CAIX van incrementando conforme avanza el protocolo de carcinogénesis renal lo que 

sugiere que CAIX puede jugar un papel durante el desarrollo y evolución del tumor. La disminución en la 
expresión de CAIX en etapas tempranas por el EST puede representar un mecanismo por el cual el EST 

induce una disminución en la incidencia y progresión del cáncer observada. 

§ El EST a una dosis de 100 mg EAG/kg/día disminuyó la incidencia y progresión del CCR, lo que establece 

su potencial como agente renoprotector. La protección parcial obtenida por el EST contra el cáncer puede 

explicarse por la protección parcial observada contra el estrés oxidante.    
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VIII. ARTÍCULO PUBLICADO 
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

• 11010_2012_1373_MOESM1_ESM.pptx (74KB)  

Online Resource 1:  
Concentration response curve for superoxide radical scavenging activity of tamarind seed extract 
(TSE). Tamarind seed extract scavenging capacity (IC50 = 30.7 ± 0.5 �g gallic acid 
equivalents/mL), determined by xanthine/xanthine oxidase method, was greater than Vitamin C 
used as reference compound (IC 50 = 66.0 ± 0.4 �g/mL). Data are expressed as percentage of 
superoxide radical scavenging activity (PPTX 74 kb) 
 

 

• 11010_2012_1373_MOESM2_ESM.pptx (133KB)  

Online Resource 2:  
Malondialdehyde (MDA), protein carbonyl content and hydrogen peroxide levels from acute 
nephrotoxicity study. Renal cortex samples were obtained 24 h after second 9 mg Fe/kg bw 
FeNTA injection. There were no statistical changes (p > 0.05). Columns represent the 
mean ± SEM of number of animals indicated below columns (PPTX 133 kb) 
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• blah11010_2012_1373_MOESM3_ESM.pptx (225KB)  

Online Resource 3:  
Determinations along carcinogenesis protocol. a Body weight. Similar increases were observed 
in control and TSE groups. In DEN group this parameter decreased immediately after its 
administration but it was reestablished thereafter. Groups treated with FeNTA showed also a 
decrease but they did not reach control values at the end of the study (p < 0.05). Each point 
represents the mean value; SEM was omitted to appreciate clearly the behavior of the different 
groups. Number of animals (from 10 to 25) changed due to mortality. b Renal function evaluation 
as blood urea nitrogen (BUN) levels throughout carcinogenesis protocol. Several serum samples 
were taken as described in the text. There were no statistical changes in any group at any time 
(p > 0.05). Columns in graphs represent the mean ± SEM (PPTX 224 kb) 
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• blah11010_2012_1373_MOESM4_ESM.pptx (615KB)  

Online Resource 4:  
Representative kidney sections with tumor exhibiting different Fuhrman grades induced in 
DEN+FeNTA group. Grading is dependent solely on nuclear morphology and content and 
prominence of nucleoli: Grade 1, nuclei are similar to those of normal proximal tubular epithelia 
and sometimes show pyknosis (with small lymphocyte-like nuclei); grade 2, nuclei are larger than 
those of grade 1, sometimes show irregularity or slight pleomorphism, often have prominent 
nucleoli, but are neither evidently atypical nor bizarre; grade 3, nuclei reveal prominent 
irregularity and pleomorphism and many bizarre or giant nuclei are observed; grade 4, large and 
pleomorphic nuclei as well as sarcomatoid features are present (description from Thomas, 2008). 
(H&E, � 100) (PPTX 615 kb) 

 

• blah11010_2012_1373_MOESM5_ESM.pptx (87KB)  

Online Resource 5:  
Serum lipid peroxidation 1 h after the 26th injection of FeNTA treatment (9 mg Fe/kg bw). These 
results suggest that oxidative stress is induced after each FeNTA administration during the 
development of carcinogenesis protocol and that TSE partially diminishes this parameter in 
TSE+DEN+FeNTA group. Columns in graphs represent the mean ± SEM. Columns with 
different letters exhibit statistical difference (p < 0.0262) (PPTX 87 kb) 
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A. CUANTIFICACIÓN DE FENOLES TOTALES 
 

Ø Carbonato de sodio 1M 
             Pesar 26.5g de Na2CO3, disolver en agua destilada y aforar a 250 mL. 

Ø Estándar ácido gálico para la curva patrón [10 mg/mL] 
       Pesar 50 mg de ácido gálico y disolver en 5 mL de metanol al 50% en agua destilada. 

Ø Folin 2N  
             Hacer una dilución 1:10 con agua destilada. 

 

B. INACTIVACIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO 
 

      Soluciones para la preparación de la mezcla de reacción 

Ø Xantina 0.3 mM 
       Pesar 0.023g de xantina, agregar  4-5 mL de Na2CO3 400 mM y aforar con 500 mL de agua destilada.  

Ø EDTA 0.6 mM 
       Pesar 0.112 g de EDTA y disolverlos en 500 mL de agua destilada con agitación. 

Ø Azul de nitrotetrazolio (NBT) 150 µM 
       Pesar 0.037g de NBT y disolverlos en 300 mL de agua destilada con agitación. 

Ø Na2CO3 400 mM 
       Pesar 21.2 g de Na2CO3 y disolver en 500 mL de agua destilada con agitación. 

Ø Albúmina sérica bovina 0.1 % 
       Pesar 0.25 g de albúmina y disolver en 250 mL de agua destilada. 

       Mezcla de reacción 

       Mezclar las soluciones en el volumen indicado a continuación: 

         Reactivo Volumen 
• Xantina 30 mL 
• EDTA 15 mL 
• NBT 15 mL 
• Na2CO3 9 mL 
• ABS 4.5 mL 

Total 73 mL 
 

Ø Amortiguador  de fosfatos  50mM pH: 7.4 
      Pesar 1.05g de KH2PO4 y 0.67g de Na2HPO4  para preparar 250 mL de solución. 

Ø Sulfato de amonio 2M 
      Pesar 66g de sulfato de amonio y aforar en 250 mL de agua destilada. 

Ø Xantina oxidasa 168 U/L 
      Para preparar 1mL de xantina oxidasa 168U/L a partir de un lote de 0.09U/mg de sólido: 

      0.096 U--------1mg                  1750 mg--------1000mL 

      168U     x= 1750mg               x=1.75 mg            1 mL       

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

Ø Cloruro de cobre CuCl2 ▪2H2O 0.8 mM 
      Pesar 0.07 g de CuCl2▪2H2O y disolver en 500 mL de agua destilada. 
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C. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 
 

Ø Amortiguador de fosfatos (20 mM, pH:7.4) 
       Pesar 0.027g de KH2PO4 y 0.043 g de Na2HPO4 para preparar 25 mL de solución. 

Ø Tris HCl 20 mM pH:7.4 
       Pesar 0.158 g de Tris-HCl disolver en agua desionizada, ajustar el pH y aforar a 50mL. 

Ø Estándar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO) 10 mM en Tris-HCl 20 mM pH: 7.4 
      Tomar 16.47 µL de TMPO y aforar a 10 mL con Tris-HCl 20 mM pH:7.4. 

Ø Estándar deTMPO 20 µM  
      Diluir el estándar de TMPO 10 mM en Tris-HCl 20 mM en proporción 1/500 en agua destilada (0.1 mL de      
      TMPO 10 mM en 50 mL de agua destilada). 

Ø 1-metil-2-fenilindol 10 mM en acetonitrilo  
      Disolver 0.020728g de 1-metil-2- fenilindol en 10 mL de acetonitrilo. 

Ø Mezcla 1-metil-2-fenilindol 10 mM/metanol proporción 1:3 
      Mezclar 6 mL de metanol con 19 mL de estándar de 1-metil-2-fenilindol 10 mM. 
 

D. CUANTIFICACIÓN DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO  

 

Ø Amortiguador de fosfatos (100 mM, pH:7.4) 
      Pesar 5.37g de Na2HPO4▪12H2O y 1.35 de NaH2PO4 ▪1H2O disolver en agua desionizada y aforar a 250     
      mL. 

Ø Peróxido de hidrógeno 25 mM 
      Diluir 285 µL de H2O2 al 30% de agua destilada 

Ø Peróxido de hidrógeno 100 µM  
      Hacer una dilución 1:250 del estándar de peróxido de hidrógeno 25 mM (tomar 200 µL y diluirlos en 50  
      mL de agua destilada). 

Ø Reactivo de Fox  
Naranja de xilenol (3.3´-bis[N, N-di(carboximetil)-aminometil]-o-cresolsulfona-fenolftaleína, sal 
sódica) 

Solución 1. Hidroxitolueno butilado (BHT) 4mM en metanol 
Pesar 0.0157g de BHT y disolver en 18 mL de MeOH 
Solución 2. Naranja de xilenol 1mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56mM 
Pesar 1.52 mg de naranja de xilenol y 2 mg de Fe(NH4)(SO4)2  y disolverlos en 2 mL de H2SO4 250 mM 
Mezclar  las soluciones 1 y 2 (proporción 9:1 (v/v) respectivamente) 
Ø Ácido sulfúrico 250 mM 

     Tomar 0.7 mL de H2SO4 concentrado y aforar en 50 mL de agua. 
 

E. PROTEÍNAS OXIDADAS 

 

Ø Amortiguador de fosfatos (50 mM, pH:7.4 con inhibidores de proteasas, EDTA 1mM y Tritón 0.1%). 

Pesar la cantidad de cada reactivo descrita a continuación: 

Para 100mL Peso 
• Na2HPO4 0.278 g 
• NaH2PO4 ▪H20 0.419 g 
• EDTA 0.372 g 
• Na2CO3 0.0005 g 
• Leupeptina* 0.0005 g 
• Aprotinina* 0.0005g 
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• Pepstatina* 0.0007 g 
• Tritón 0.1 mL 

 
Ajustar a pH:7.4 y aforar a 100mL con agua destilada o disolver una tableta (Protease inhibitor cocktail 

tablets, CompleteÒ mini Roche; Mannheim, Alemania) por cada 10 mL de solución.  

Ø Sulfato de estreptomicina al 10% en amortiguador de fosfatos 50mM con inhibidores de 
proteasas, EDTA, tritón 

      Pesar 1 g de sulfato de estreptomicina y disolver en 10 mL del amortiguador de fosfatos 50mM con    
      inhibidores de proteasas, EDTA, y tritón. 

Ø Ácido tricloroacético al 20% 
      Pesar 20 g de TCA y disolverlos en 100 mL de agua destilada. 

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

Ø Guanidina 6M en amortiguador de fosfatos 20mM pH 2.3 
       Pesar 11.4636 g de guanidina HCl y aforar a 20mL con amortiguador de fosfatos 20 mM pH 2.3 

Ø Amortiguador de fosfatos 20mM pH2.3 
      Pesar 0.7584 g de K2HPO4 ▪3H2O y 0.092 g de KH2PO4. Ajustar al pH indicado y aforar con 200 mL de agua 
destilada. 

Ø Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM 
      Pesar 0.0495 g DNPH y disolver en 25 mL de HCl 2.5M 

Ø HCl 2.5M 
       Adicionar 10 mL de HCl concentrado a 40 mL de agua destilada. 

Ø Mezcla etanol-acetato de etilo (1:1) 
       Mezclar proporciones iguales de etanol y acetato de etilo. 

Ø Albúmina sérica bovina (4mg/mL de guanidina) 
      Pesar 4 mg de ABS y disolver en guanidina 6M 

 

F. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES POR EL MÉTODO DE LOWRY 

 

Ø Estándar albúmina sérica bovina al 0.05% 
       Pesar 0.05 g de ABS y aforar con 100 mL de agua destilada. 

Ø Solución A 
       Preparar una solución con Na2CO3 al 2%, NaOH al 0.4%y tartrato de sodio al 0.02% en agua destilada. 

Ø Solución B 
       Preparar una solución con sulfato de cobre al 0.5% en agua destilada. 

Ø Solución C 
      Mezclar la solución B y la solución A en proporción 1:50 respectivamente. 

Ø Solución D    
      Diluir Folin 1N con agua destilada en proporción 1:2. 

 
G. CUANTIFICACIÓN DE CREATININA 

 

Ø Reactivo de trabajo  
       Se prepara mezclando volúmenes iguales de una solución de ácido pícrico 17.5 mM con una de hidróxido 
de sodio 0.29 M.    

H. CUANTIFICACIÓN DE NITRÓGENO UREICO SANGUÍNEO 
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Ø Reactivo de trabajo  
      Mezclar volúmenes iguales de o-ftaladehído 4.8 mM y de la solución de borato 87 mM. 

 

I. PREPARACIÓN DE N-DIETILNITROSAMINA (DEN) 
 

La solución de N-dietilnitrosamina se prepara disolviendo la cantidad requerida de acuerdo a la dosis 

200 mg/Kg en solución salina. 

  

J. PREPARACIÓN DE NITRILOTRIACETATO DE HIERRO (FeNTA) 
 

La solución de nitrilotriacetato de hierro se prepara en el momento del ensayo de acuerdo al método 

descrito en la literatura (Awai et al., 1979) siguiendo una relación molar 1:4 de las soluciones nitrato de hierro y 

nitrilotriacetato de sodio respectivamente. En nuestro laboratorio se utilizó el doble de la concentración de 

nitrilotriacetato de sodio para hacer la solución de FeNTA en proporción 1:2 y la solución se ajustó a pH: 7.4 con 

bicarbonato de sodio 120 mM. 

Reactivos 

Ø Nitrato de hierro Fe(NO3)3 ▪9H20 160 mM  
Pesar 0.6462g de nitrato de hierro y aforar con 10 mL de NaHCO3 120 mM 

Ø Nitrilotriacetato de sodio Na2NTA 320 mM  
Pesar 1.8809 g de Na2NTA en 25 mL de solución de bicarbonato 120 mM  

Tomar 20 mL de esta solución y mezclarla con 10 mL de nitrato de hierro Fe(NO3)3 ▪9H20 160 mM 

Ø Bicarbonato de sodio NaHCO3 120 mM (Vehículo del carcinógeno) 
Pesar 0.504g de NaHCO3 y aforar con 50 mL de agua desionizada. 

 

Para preparar 30 mL de solución de FeNTA se mezclan 10 mL de nitrato de hierro 160 mM con 20 mL de 

nitrilotrIacetato de sodio 300 mM, y se agregan 0.2 g de bicarbonato de sodio 120 mM lentamente y con agitación 

para ajustar a pH 7.4. Una vez obtenido el pH deseado, se interrumpe la agitación con la finalidad de mantener 

constante este pH por mayor tiempo.  

Ajuste del pH de la solución de FeNTA durante el transcurso de los ensayos 

El ajuste de pH debe realizarse con un potenciómetro con la modalidad que permita medir los cambios 

de pH durante todo el tiempo, ya que la solución nunca se mantendrá a pH constante, esta solución presenta 
variaciones pequeñas de pH que se incrementan con la agitación durante el transcurso del ensayo. Para evitar la 

preparación de una nueva solución de FeNTA durante el ensayo (en caso de que este sobrepase el pH de 7.4), 

se debe preparar otra solución de FeNTA sin agregar bicarbonato de sodio, para poder disminuir el pH de la 

primera solución de FeNTA. 
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Precauciones:  

Para preparar la solución 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 solución 

antes de completar el aforo. La solución de FeNTA debe protegerse de la luz. 

 
K. PERFUSIÓN 

Ø Solución Krebs-Ringer 

Reactivos 
• Cloruro de sodio (NaCl) 128 mM 
• Cloruro de potasio (KCl) 5 mM 
• Fosfato monobásico de potasio anhidro 

(KH2PO4) 
1.3 mM 

• Sulfato de magnesio (MgSO4) 1.3 mM 
• Cloruro de calcio (CaCl2) 2.1 mM 
• Bicarbonato de sodio  (NaHCO3) 14 mM 
• Glucosa 10 mM 
• Albúmina sérica bovina (ABS) 1 mg/mL 

 

Adicionar todos los componentes indicados, ajustar a pH: 7.4 y aforar con agua destilada. 

Ø EDTA 250 mM 

      Pesar 23.27 g de EDTA y aforar con 250 mL de agua destilada. Agregar 0.5 mL de EDTA 250 mM por cada 

200mL de solución Krebs-Ringer. 

 
L.INMUNOHISTOQUÍMICA 

Ø Desparafinación y rehidratación de las muestras 
         Solución  Tiempo 

• Xilol 100% 5 min, 2 veces 
• Etanol 100% 1 min 
• Etanol en agua 95% 1 min 
• Etanol en agua 70% 1 min 
• H2O 100% 5 min 

 
Ø Solución de peróxido de hidrógeno en metanol al 3% 
Mezclar 3 mL de peróxido de hidrógeno al 30% con 27 mL de metanol. 
 
Ø Amortiguador de citratos 25 mM pH:6.2 
Pesar 7.25 g de  citrato de sodio dihidratado granular HOC (COONa)(CH2COONa)2.2H2O y disolver en 1L 

de agua destilada. 
 

Ø Amortiguador de fosfato salino 1X (PBS) 
Pesar la cantidad de cada reactivo descrita a continuación: 

 
         Para 1L Peso 

• NaCl 8 g 
• KCl 0.2 g 
• Na2HPO4 1,42 g 
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• KH2HPO4 0.27 g 
• H2O cbp 1L 

 
Ajustar a pH: 7.4 y aforar a 1L con agua destilada. 
 
 

M. WESTERN BLOT 

       Buffer de lisis  

         Reactivo Concentración Vol. para preparar 
10 ml de solución 

• DTT 100 mM 100 µL 
• Tris HCl 100 mM 1000 µL 
• Glicerol  3000 µL 
• EDTA 100 mM 100 µL 
• Tritón  100 µL 
• Ortovanadato 100 mM 100 µL 
• Azida de sodio 1.5 M 100 µL 
• PMSF 100 mM 100 µL 

 
Agregar PBS pH:7.4 cbp 10 mL. Disolver una tableta (Protease inhibitor cocktail tablets, CompleteÒ mini 

Roche; Mannheim, Alemania)) por cada 10 mL de solución.  

Ø Mix acrilamida al 30% 
Pesar 29 g Acrilamida y 1 g de N,N-metilbisacrilamida y disolver en 60 mL de agua destilada estéril,  
atemperada, ajustar a 100 mL. Esterilizar por filtración aproximadamente entre 250-500 mL 

 
Ø Tris-Base 1.5M pH:8.8 

Pesar 181.71g de Tris-Base, ajustar a pH:8.8 y aforar con 1L de agua destilada.  
 

Ø Tris-Base 1.0M pH:6.8 
Pesar 121.4g de Tris-Base, ajustar a pH:8.8 y aforar con 1L de agua destilada.  
 

Ø SDS al 10% 
Pesar 10g de SDS y disolver en 100 mL de agua destilada. 
 

Ø Persulfato de amonio al 10% 
Disolver 10 mL de persulfato de amonio en 100 ml de agua destilada. 
 

Ø Amortiguador para electroforesis 
Para 1L Peso 

• Tris-Base 3.02 g 
• Glicina 18.8 g 
• SDS 1 g 

 
Ø Amortiguador para transferencia 

Para 1L Peso 
• Tris-Base 5.8 g 
• Glicina 2.9 g 
• SDS 0.37 g 
• Metanol 200 mL 
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Ø Amortiguador de fosfato salino con Tween (PBS 1X-Tween) 
         Para 1L Peso 

• NaCl 8 g 
• KCl 0.2 g 
• Na2HPO4 1,42 g 
• KH2HPO4 0.27 g 
• Tween 20 0.5 mL 
• H2O cbp 1L 

 
Adicionar 0.5 mL antes de aforar la solución. 
 

Ø Preparación de los geles de acrilamida 
Gel separador                     Gel de carga                                    

• H2O  7.9 mL • H2O 8.2 mL 
• 30% acrilamida mix 6.7 mL • 30% acrilamida mix 2.0 mL 
• 1.5 M Tris-Base (pH:8.8) 5.0 mL • 1.5 M Tris-Base (pH:8.8) 1.5 mL 
• SDS al 10% 0.2 mL • SDS al 10% 0.12 mL 
• Persulfato de amonio al 10% 0.2 mL • Persulfato de amonio al 10% 0.12 mL 
• TEMED 0.008 mL • TEMED 0.012 mL 

 
Gel separador 
Para hacer 4 geles preparar aproximadamente 20 mL de mezcla  
Gel de carga 
Para hacer 4 geles preparar aproximadamente 12 mL de mezcla 

 
Ø Buffer de streeping 

Mezclar 12.5 mL de Tris-Base 1.5M pH.8.8 con 20 mL de SDS al 10% y aforar a 100mL. Añadir 140 µL 
de b-mercaptoetanol por cada 20 mL de solución. Usar 20 mL de la solución por membrana de PVDF.  

 
Ø Diluciones de anticuerpos 

Diluir los anticuerpos en la proporción deseada con PBS-Tween. 
• VHL (FL-181) No. de catálogo sc-5575   
• HIF1a No. de catálogo sc-53546 
• HIF2a (EPAS-1) No. de catálogo sc-28706 
• CAIX (M-100) No. de catálogo sc-25600 

 
Ø Solución de bloqueo 

Solución de leche Svelty® en PBS-Tween al 1 o 5%. 
 

N. ELISA  directo 

6 Amortiguador de bicarbonato 0.1 M pH:8.2 

Pesar 4.2 g de bicarbonato de sodio NaHCO3 y disolver con agua destilada, ajustar el pH:8.2 y aforar a 
500 mL. 

7 Solución PBS pH:7.0 

         Para 1L Peso 
• NaCl 8 g 
• KCl 0.2 g 
• Na2HPO4 1.16 g 
• KH2HPO4 0.2 g 
• H2O cbp 1L 
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8 Solución PBS/Tween 

Agregar 0.5 mL de Tween-20 a 1L de PBS pH:7.0 

9 Solución de bloqueo al 1% 

Pesar 0.1 g de Leche Svelty® y disolver en 10 mL de PBS. 

10 Solución de ácido cítrico 0.1M pH. 4.35 

Pesar 1.92 g de ácido cítrico, disolver en agua destilada, ajustar el pH y aforar a 100 mL. 
11 Sustrato ABTS 

Agregar 30 mg de ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzetrazolin-6-sulfónico (ABTS) a 100 mL de ácido cítrico 

0.1 M en agua pH: 4.35. Realizar alícuotas en viales de 11 mL y almacenar a -20°C. Agregar 10 µL de 

peróxido de hidrógeno al 30% antes de usar. 
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