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RESUMEN

El estrés oxidante se define como el desbalance entre la producciéon de especies
oxidantes, principalmente las especies reactivas de oxigeno, y las defensas antioxidantes
del organismo. Esta condicion se ha asociado a diversas patologias, entre ellas el cancer.
Por ello, se ha puesto gran atencion en moléculas antioxidantes para prevenir o tratar
estas enfermedades. En especial, se ha demostrado que los compuestos polifendlicos
que se encuentran en las frutas y verduras, estdn entre los compuestos con mayor
capacidad antioxidante, y una de las frutas con alto contenido de estos compuestos es el
tamarindo. Por otro lado, uno de los tipos de cancer menos estudiados y con una alta
mortalidad es el cancer renal. El modelo experimental mas utilizado para su estudio es el
de carcinoma renal inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA) en roedores.

Una forma de ver al cancer es como una enfermedad del ciclo celular. Muy poco se sabe
sobre las alteraciones en la transicion G1/S del ciclo celular en el carcinoma renal. La
sobre expresion de ciclina D1 es una alteracibn comin observada en diversos tumores.
Por ello, se decidi6 investigar si la expresion de este gen se altera en un estudio agudo
con FeNTA, pudiendo estar involucrado en su mecanismo de carcinogenicidad, y si un

extracto de tamarindo rico en polifenoles protege contra esta alteracion.

Los estudios se realizaron en ratas macho Wistar de 250 g el dia del sacrificio. Se
dividieron en 4 grupos (n= 4-7) denominados control, tamarindo, FeNTA vy
tamarindo+FeNTA. Los grupos control y FENTA recibieron durante 15 dias agua via i.g.,
mientras los grupos tamarindo y tamarindo+FeNTA recibieron extracto de tamarindo a una
dosis aproximada de 30 mg de fenoles/Kg de peso corporal. Al término del tratamiento se
administr6 FeENTA via i.p a las ratas de los grupos FeNTA y tamarindo+FeNTA, y a los
grupos control y tamarindo se les administré el vehiculo. Las ratas se sacrificaron por
decapitacion una hora después de esta administracion. Se extrajeron ambos rifiones y se
separé la corteza, en la que se realizaron las diferentes determinaciones.

Se midi6 el dafio por oxidaciéon en proteinas y en lipidos, asi como los niveles de peréxido
de hidrogeno. El FENTA provocd un aumento en estos tres pardmetros y se observo que
el extracto de tamarindo protegid. El tratamiento Unicamente con extracto de tamarindo no
tuvo efecto sobre los parametros de estrés oxidante determinados.

Para determinar la expresion del gen de ciclina D1 se montaron las técnicas de biologia

molecular necesarias. Esto consistid en la sintesis de las sondas especificas para el



ARNmM de ciclina D1 y GAPDH por la reaccion de RT-PCR, el marcaje de las sondas con
digoxigenina y el montaje de la técnica de Northern blot.

Los resultados mostraron que la expresion del gen de ciclina D1 no se altera una hora
después de la administracion intraperitoneal de FENTA y ni por el tratamiento de las ratas
con el extracto de tamarindo.



1. ANTECEDENTES

1.1. Estrés Oxidante

En condiciones normales, la célula mantiene un equilibrio entre las especies reactivas
oxidantes y las defensas antioxidantes. Cuando este equilibrio se rompe se presenta el
fendmeno llamado estrés oxidante (Zentella, et.al., 1995). Entre las especies reactivas
oxidantes se encuentran aquellas derivadas del oxigeno las cuales denominaremos como

ERO a lo largo del presente trabajo.

Entre las ERO se encuentran el radical superéxido, formado por la adicion de un electréon
al oxigeno molecular, el peroxido de hidrégeno, formado como intermediario en la
produccién de otras ERO, y el radical hidroxilo, formado por el peréxido de hidrégeno a

través de la reaccion de Fenton (Menestra, 2007; Nordberg, et.al., 2001).

Las ERO se producen de manera enddgena durante diversos procesos como la
inflamacioén y la cadena respiratoria que se lleva a cabo en la mitocondria (Klaunig, et.al.,
2004).

Se sabe que las ERO juegan un doble papel en los sistemas bioldgicos ya que pueden
tener efectos benéficos o dafinos dependiendo de las condiciones en las que se
presenten (Valko, 2006). Por un lado, las ERO son capaces de estimular algunas
respuestas celulares. Estas respuestas pueden dividirse en 5 categorias: 1) modulacion
de la accion y secrecién de citocinas, factores de crecimiento y hormonas, 2) transporte
de iones, 3) transcripcion, 4) neuromodulacion, y 5) apoptosis (Lander, 1997; Allen, et al.,
2000).

AuUn no se ha comprendido por completo el mecanismo molecular por el cual el estado de
oxido-reduccion de la célula regula diversas vias de sefializacion y factores de
transcripcion. Sin embargo, los efectos producidos por alteraciones en este estado de la
célula parecen estar mediados a través de la oxidacién o reduccién de los grupos
sulfhidrilo de las proteinas, generalmente de proteinas G, algunos factores de
transcripcién y canales iénicos. Entre las vias de sefalizacién sensibles al estado redox
que més se han estudiado se encuentran la regulacién del factor de transcripcion NF-kB y

las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Lander, 1997; Allen, et al., 2000).



Por otro lado, en altas concentraciones las ERO pueden tener efectos téxicos, y para
protegerse las células cuentan con defensas antioxidantes (Sun, 1990; Oberley, 2002).
Entre estas se pueden mencionar las enzimas: catalasa, que cataliza la formacion de
agua y oxigeno a partir de peroxido de hidrégeno; superédxido dismutasa, que convierte al
radical superoxido en peréxido de hidrégeno; y glutation peroxidasa, que transforma al
peroxido de hidrégeno en agua (Evans, et.al., 2001; Matés, et.al., 1999; Zentella, 1995).

Dentro de los efectos nocivos que pueden tener las especies reactivas de oxigeno estan
el daflo a proteinas, lipidos y &cidos nucleicos, una de las razones por las que se
relaciona al estrés oxidante con diferentes patologias como hipertensiéon, diabetes y
cancer (Benzei, 2003; Matés, et.al., 1999). Ademas de su participacion en la regulacion de

vias de sefalizacién como ya se menciond anteriormente.

1.2. Antioxidantes

Dado que el estrés oxidante se ha visto implicado en diversas enfermedades, se ha
puesto especial interés en estudiar el potencial de los agentes antioxidantes para tratar de

prevenir o contrarrestar estas enfermedades (Scalbert, et. al., 2005).

En especial, hay un gran interés por los compuestos polifendlicos debido a que se les han
encontrado capacidades antioxidantes notorias que resultan benéficas para la salud
humana (Bravo, 1998).

Estos compuestos son productos secundarios del metabolismo de las plantas,
principalmente de las vias del acido siquimico y acetato (Bravo, 1998; Ross, 2002). En la
naturaleza, los polifenoles pueden variar desde moléculas simples hasta compuestos
altamente polimerizados como los taninos. En general, se presentan de manera
conjugada con uno o mas azucares unidos a sus grupos hidroxilo lo que tiende a hacerlos

solubles en agua (Bravo, 1998; Ross, 2002).

Los grupos hidroxilo de estos compuestos pueden aceptar un electrén para formar

radicales relativamente estables y de esta manera interrumpir la cadena de reacciones de



oxidacién provocada por los radicales libres en los componentes celulares (Scalbert, et.
al., 2005). Ademas, actian como quelantes de metales que pueden catalizar la
peroxidacion de lipidos, afectar la transcripcion de genes y la expresién de numerosas
proteinas de sefializacion por medio de su interaccién con proteinas y la generacion de
ERO (Harris, 2003; Valko, 2006).

Este extenso grupo de compuestos puede dividirse en 10 clases, fenoles simples,
benzoquinonas, acidos fendlicos, acetofenonas, &cidos fenilacéticos, &cidos
hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas e isocumarinas, cromonas, naftoquinonas,
xantonas, estilbenos, antraquinonas, lignanos y ligninas, y flavonoides. De estas 10 clases
de compuestos polifendlicos destacan los flavonoides por ser los mas abundantes en las
plantas (Bravo, 1998). Las propiedades antioxidantes de los flavonoides se deben a su
capacidad para reaccionar con los radicales libres y para inducir a las defensas

antioxidantes endégenas (Ross, et al., 2002).
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Fig.1l. Esqueleto general de un flavonoide. La numeraciéon y denominaciéon de los anillos

se hizo de acuerdo a Nichenametla, 2006

Los compuestos polifenélicos se encuentran en las frutas, verduras y granos, por lo que
una dieta rica en estos alimentos se ha relacionado con una menor incidencia de
enfermedades como ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares
(Nichenametla et al., 2006; Sun, et al., 2002; Ross, et al., 2002). Entre los frutos con gran

contenido de antioxidantes polifendlicos se encuentra el tamarindo.



1.2.1. Tamarindus indica L.

Tamarindus indica L. es un arbol perteneciente a la familia leguminosae. Su fruto, unas
vainas de color pardo con un epicarpio quebradizo y que contienen varias semillas
envueltas por una pulpa fibrosa de color pardo oscuro, se conoce como tamarindo. La
pulpa se utiliza como condimento en ciertos tipos de cocina y en la preparacion de
refrescos, confituras y helados. Se ha reportado que la actividad antioxidante de extractos
de pulpa y pericarpio se debe principalmente a la presencia de taninos y procianidinas
qgue pertenecen al grupo de los flavonoides. Ademas, la pulpa de la fruta contiene
azlcares, acidos organicos como el citrico, acético, tartarico y ascorbico, pectinas,
vitaminas, minerales y calcio, y se le atribuyen propiedades digestivas, carminativas,

laxantes y expectorantes (Sudjaroen, et. al., 2005; Parrota, 2001).

Fig.2. Tamarindo (Sleekfreak.ath.cx:81, 2007)

1.3. Cancer

El cancer se define como una enfermedad genética que se caracteriza por un crecimiento
tisular debido a la proliferacion descontrolada y continua de células anormales, que en los
estadios mas avanzados adquieren la capacidad de invasion y colonizacion de otros
tejidos (Alberts, 2002).

El desarrollo de cancer depende de muchos factores como la dieta, el estilo de vida y el
ambiente del individuo (Soobrattee, 2006; Lee, et.al., 2006). También se tienen evidencias
de la participacién del estrés oxidante en su desarrollo, sin embargo el mecanismo
especifico por el cual lo hace se desconoce. Se han propuesto varios mecanismos. Uno

de ellos es a través de la participacion de las ERO en diversas vias de transducciéon de



sefales alterando factores de crecimiento, cinasas y fosfatasas, y factores de
transcripcion, lo que puede alterar la expresion de algunos genes (Crawford, 1995, Valko,
2004; Kehrer, 2000). Otro mecanismo involucra el dafio por oxidaciéon al DNA que podria
provocar mutaciones y alteraciones en la transcripcion (Kehrer, 2000; Valko, 2004).

Entre las alteraciones esenciales que caracterizan el crecimiento maligno de las células
estan incluidas: la autosuficiencia en sefales de crecimiento, la insensibilidad a sefiales
anti-crecimiento, la evasion de apoptosis, el potencial replicativo ilimitado, la angiogénesis
sostenida y la invasion de tejidos y metastasis (Hanahan, 2000; Mikhail, 2003).

Una manera de ver el cancer es como una enfermedad del ciclo celular (Bartek, et. al.,
1999). Esto se debe a que, en los Ultimos afios, se ha observado que la mayoria de las
células tumorales han sufrido uno o méas defectos que alteran la maquinaria del ciclo
celular. Dichos defectos pueden tener como blanco componentes directos del ciclo o
cascadas de sefalizacién que finalmente lo afectaran. El resultado es una desregulacion
en el ciclo celular y un ambiente propenso al desarrollo de cancer (Bartek, 1999; Hall,
et.al., 1996; Sherr, 1996).

1.3.1. Ciclo celular.

Las células se reproducen a través de una secuencia ordenada de eventos en la que se
duplica su contenido y se dividen en dos. Este ciclo de duplicacién y divisidon se conoce
como ciclo celular (Alberts, 2002).

El ciclo celular se compone basicamente de 4 fases denominadas G1 (gap 1), S (fase de

sintesis), G2 (gap 2) y M (fase de mitosis).

Fig.3. Fases del ciclo celular (van den Heuvel, 2005)



Durante la fase G1 las células crecen y llevan un metabolismo normal, en la fase S ocurre
la replicacion del DNA y se duplican los cromosomas, en la fase G2 la célula crece y se
prepara para la mitosis y, finalmente, en la fase M los cromosomas se separan y la célula
se divide para dar origen a dos células hijas (Karp, 2002). Existe una quinta fase
denominada GO. En ella se encuentran las células metabdlicamente activas pero que no

prosiguen con el ciclo celular (Schafer, 1998; Shackelford, et al., 2000).

Dada la importancia del ciclo celular, es casi imposible pensar que este ocurra sin un
complejo sistema de regulacion. Para ello, se cuentan con puntos de control (también
llamados puntos de restriccion) en algunas de las fases del ciclo. Los puntos de control
estan ubicados al final de las fases G1, G2 y M. En el punto ubicado en G2 se verifica
que el material genético y las estructuras celulares se hayan duplicado correctamente
antes de que el proceso de division comience (Tessema, 2004). El control en la fase M
consiste en verificar que los cromosomas estén alineados de manera adecuada para su
division (Karp, 2002). En el punto de control de G1, la célula decide si entra a un nuevo
ciclo de divisibn o permanece en fase G1 o GO dependiendo de los estimulos intra y

extracelulares (Tessema, 2004).

Dentro del sistema de control del ciclo celular estan involucradas diversas proteinas
reguladoras las cuales actian en los puntos de control del ciclo para asegurar que no se
avance a la siguiente fase hasta que la anterior se haya completado de manera adecuada
(Alberts, 2002; Schafer, 1998; Tessema, 2004). Entre estas proteinas se encuentran las
ciclinas dependientes de cinasas (0 CDK’s) y las ciclinas (Diel, 2002; Schafer, 1998). Las
CDK’s son un grupo de serin treonin proteincinasas que forman complejos con sus
subunidades reguladoras, las ciclinas (Malumbres, 2001). Las ciclinas son una familia de
proteinas que aparecen y desaparecen durante las fases del ciclo (de ahi su nombre)
gracias a la regulacion de la transcripcion de sus genes y de la degradacion de las
proteinas (Tessema, 2004). Por ejemplo, la expresién de ciclina D1, uno de los 3 tipos de
ciclina D que participan en la fase G1, esta estrictamente regulada durante el ciclo celular
a nivel de expresién de proteina, activacion de la transcripcion y localizacion celular. Entre
las vias de sefializacibn que estan involucradas en su regulacion se encuentra la de
Ras/Raf/MAPK que incrementa la transcripcion del gen de ciclina D1 por la activacion del
factor de transcripcion ETS. Ademas de activarse por el factor ETS, la transcripcion

también puede activarse por otros factores de transcripcién que tienen sitios de union en



su regibn promotora como NF-«kB y AP-1. También se encuentra la via de
Ras/PI3K/Akt/GSK-3[ que regula la degradacién de ciclina D1 a través de su fosforilacion
y ubiquitinacién. Se ha visto que algunas de estas vias son sensibles, entre otros factores,
al estado redox de la célula (Coqueret, 2002; Gladden, et al., 2005; Musgrove, 2006).

1.3.2. Transicion G1/S y ciclina D1

Las CDK’s que participan en la transicion G1/S son CDK4, CDK6 y CDK2, y el tipo de
ciclinas a las que se unen son las ciclinas D y E (Malumbres, 2001). Los complejos
formados entre las ciclinas y las CDK’s regulan el progreso del ciclo celular (Collins,
2005).

Mientras las células se encuentran en la fase G1 y no hay estimulos que le indiquen
entrar a un nuevo ciclo de division, la proteina retinoblastoma pRb (un inhibidor del
progreso del ciclo celular) se encuentra unida al factor de transcripcion E2F. Este factor
activa la transcripcién de genes importantes para el progreso a la fase S, como los de las
ciclinas tipo E y CDK 2 que se unen en la etapa tardia de la fase G1, y de esta manera
bloguea su actividad. Cuando la célula recibe sefiales que le indican el inicio de un nuevo
ciclo, se forman los complejos entre CDK4/6-Ciclina D, los cuales fosforilan a pRB para
que libere al factor de transcripciébn E2F y se pueda llevar a cabo su actividad (Alberts,
2002; Tessema, 2004).

Fig.4. Esquema de la activacion de E2F por los complejos de ciclina — CDK’s (Schafer,
1998).

Existen 3 tipos de cilinas D: D1, D2 y D3. De estos tres tipos destaca la ciclina D1 que se

ha caracterizado como un proto-oncogen, es decir, en condiciones propicias puede ser
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activado como oncogen y funcionar como acelerador de la proliferacion celular vy
tumorigénesis (Karp, 2002; Diehl, 2002).

Dentro de las alteraciones en la transicion G1/S que se han observado en diferentes tipos
de céncer, la sobre expresion de ciclina D1 es una de las mas comunes (Alberts, 2002;
Malumbres, 2001; Diehl, 2002; Hedberg, 1999; Hedberg, 2003; Fu, 2007).

Esta sobre expresion se ha observado en el desarrollo de diversos tipos de cancer como
el de pulmén, vejiga, eso6fago y mama (Alao, 2007), por lo que ha aumentado la
importancia de su estudio en los Ultimos afos, y se ha propuesto la posibilidad de utilizar
a las ciclinas como blancos de agentes quimiopreventivos (Alao, 2007; Petty, 2003). De
hecho, varios experimentos han demostrado que algunos agentes terapéuticos inducen la
degradacién de ciclina D1 en células cancerosas, lo que puede ser una nueva estrategia

para el tratamiento de cancer (Alao, 2007).

1.4. Cancer renal

El carcinoma celular renal es un tipo de cancer renal que se origina en las células de los
tdbulos renales (Drucker, 2005). Este tipo de cancer generalmente carece de signos o
sintomas que adviertan su presencia, por lo que generalmente se detecta en etapas
tardias, y aproximadamente de 20 a 30% de los pacientes que lo padecen presentan
metastasis al momento del diagndéstico, ademéas de que 50% de los pacientes con la
enfermedad localizada desarrollan metastasis (Milowsky, 2003). Mas aun, su tratamiento
también es complicado ya que este cancer es resistente a diversos agentes citotoxicos, v,
comparado con otros tipos de cancer, la quimioterapia también resulta ineficiente
(Sternberg, 2003; Milowsky, 2003; Nelson, 2007). La supervivencia de los pacientes con

cancer renal en fases avanzadas se ha estimado en menos de 1 afio (Drucker, 2005).

La mejora en la eficacia de los tratamientos depende del avance en el entendimiento del
mecanismo molecular del carcinoma renal, con lo que sera posible la elaboracién de

nuevos agentes dirigidos hacia un blanco especifico (Drucker, 2005).
Actualmente hay muy pocos grupos de investigacion estudiando las alteraciones de la

transicion G1/S del ciclo celular en el carcinoma renal. Los estudios que hay hasta ahora

se han realizado en muestras de tumores de pacientes, en donde se ha observado
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alteraciones en la expresiéon de ciclina D1, E, p27 y pRB (Hedberg, et al., 2002; Hedberg,
et al., 2003; Hedberg, et al., 2004). Actualmente, no se han estudiado este tipo de
alteraciones en el modelo de carcinoma renal en roedores inducido por nitrilotriacetato de

hierro. De ahi la importancia de caracterizar este modelo.
1.4.1. Nitrilotriacetato de hierro.

El modelo mas utilizado para el estudio del carcinoma renal es aquel inducido por
nitrilotriacetato de hierro (FeNTA) en roedores. Se ha comprobado que una sola inyeccién
intraperitoneal produce dafio renal y que su administracion repetida produce carcinoma
renal (Preece, et al., 1989). El mecanismo especifico por el cual el FENTA lleva al
desarrollo de cancer se desconoce, sin embargo existen muchas evidencias de que el
estrés oxidante esta involucrado (Dutta, et.al., 2005; Ansar, et.al., 1999; Qi, et al., 1999,
Igbal, et al., 2003).

Después de su administracion intraperitoneal, el FeENTA se absorbe en la vena porta a
través del mesotelio y pasa a la circulacién via el higado (Umemura, et al., 1990). Debido
a su bajo peso molecular es facilmente filtrado por el glomérulo hacia el lumen de los
tubulos proximales renales, donde el hierro es reducido (Devinder, et al., 2003). Esto
genera ERO, como el radical superéxido el cual puede participar junto con el peréxido de
hidrégeno en la reaccién de Haber-Weiss para producir el radical hidroxilo. Por un lado, el
ADN puede sufrir dafio directo por las ERO producidas. Por otro lado, el radical hidroxilo
puede provocar la peroxidacion de los lipidos de las membranas los cuales pueden
posteriormente dafar al ADN. (Hamazaki, et al., 1989; Chopra, et al., 2004; Umemura, et
al., 1990; Ansar, et al., 1999).

Fe* +0, — Fe* +0,
Fe’* +H,0, > Fe* +OH™ +0OH"
O, +H,0, >0, +0OH +0OH"*
Fig. 5. Reaccion de Haber Weiss. (Kehrer, 2000)
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2. JUSTIFICACION.

Se ha demostrado ampliamente la participacion del estrés oxidante en muchas patologias
como hipertension, diabetes y cancer. Es por ello que se esta estudiando el potencial de
agentes antioxidantes para prevenir y contrarrestar estas patologias. En especial, han
recibido gran atencién los compuestos polifendlicos presentes en las frutas y verduras por
su gran capacidad antioxidante, y una de las frutas con alto contenido de polifenoles es el
tamarindo.

Por otro lado, entre los tipos de cancer menos estudiados estd el cancer renal. Un
problema serio con éste cancer es que su diagnoéstico es dificil en etapas tempranas lo
que conduce a una alta mortalidad. EI modelo méas utilizado para el estudio del cancer
renal es aquél inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA) que es un modelo ya
establecido y aceptado como un equivalente experimental del carcinoma celular renal
humano. Existen evidencias de que el estrés oxidante estd involucrado en su
carcinogenicidad, sin embargo el mecanismo especifico se desconoce.

Hasta ahora, no se han hecho estudios que evallen las alteraciones del ciclo celular en el
modelo de cancer renal inducido por FENTA. La ciclina D1 es una proteina reguladora del
ciclo celular que actla en la transicion G1/S, esta alterada en diferentes tipos de cancery
responde a estrés oxidante. Por todo lo anterior, se considerd importante evaluar en este
modelo las probables alteraciones a la expresion del gen de ciclina D1 inducidos por

FeNTA y si un extracto de tamarindo rico en polifenoles previene estas alteraciones.

3. HIPOTESIS.
El estrés oxidante inducido por el nitrilotiracetato de hierro provocara un aumento en la
expresion del gen de ciclina D1 y un extracto de tamarindo rico en polifenoles protegera

contra este aumento.
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4. OBJETIVOS.

General

Estudiar si el estrés oxidante inducido por el carcinégeno renal nitrilotriacetato de hierro
(FeNTA) altera la expresion del gen de ciclina D1 y si un extracto de tamarindo rico en
polifenoles protege contra estas alteraciones

Particulares

e Investigar en un estudio agudo con FeNTA, si el tratamiento con un extracto de
tamarindo rico en polifenoles previene o disminuye el dafio por oxidacion a proteinas y
lipidos y la generacién de peréxido de hidrogeno que podrian estar involucrados en su
carcinogenicidad.

o Implementar las técnicas de biologia molecular necesarias para determinar la
expresion del gen de ciclina D1: sintesis de sondas por RT-PCR, marcaje de sondas
con digoxigenina y Northern blot.

e Investigar si en este estudio se altera la expresion del gen de ciclina D1, pudiendo

formar parte de los mecanismos moleculares de la carcinogenicidad del FeNTA.
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5. METODOLOGIA

5.1. Preparacion del extracto de tamarindo

El tamarindo que se utilizd se obtuvo en un mercado y pertenecia a un lote proveniente de
Colima. El extracto se prepard agregando 400 mL de etanol al 70% por cada 100 g de
pulpa y pericarpio del fruto. Se macerd durante 5 dias en refrigeracion. Posteriormente se
filtr6 con gasa y con un rotaevaporador se elimin6 el etanol (Martinello, 2006). El extracto
obtenido se centrifugd 20 min a 8000 rpm y se filtr6 con gasa para eliminar restos de
grasa. Se almaceno a 4°C.

5.2. Capacidad antioxidante.

Las propiedades antioxidantes del extracto se probaron midiendo su capacidad para
inhibir al peréxido de hidrégeno. Para esto se montd una técnica utilizando TiCl,.

Se coloco en el tubo de reaccion el peréxido de hidrégeno a una concentracion conocida
(50 uM) y se adicion6 el antioxidante. Al cabo de unos minutos se agregé el tetracloruro
de titanio para que el perdéxido de hidrégeno que no se atrapé formara un complejo con el
titanio. Este complejo se precipitdé agregando hidréxido de amonio concentrado, se
resuspendié en medio acido, y se detecté a 410 nm. La concentracion de H,O, fue
calculada interpolando el valor de absorbancia en una curva patrén con concentraciones
conocidas de peréxido de hidrogeno (Brennan, 1977; Ferguson, 1983; Patterson, 1984;
Wang, 2000).

5.3. Disefio experimental.

Para la realizacibon de los protocolos se utilizaron ratas macho Wistar de
aproximadamente 250 g al dia del sacrificio. EI nUmero total de ratas, 21 en el primer
protocolo y 24 en el segundo, se dividieron en 4 grupos denominados: 1) control, 2)
tamarindo, 3) FeENTA y 4) tamarindo+FeNTA. Los cuatro grupos se trataron durante 15
dias de la siguiente manera: a los grupos tamarindo y tamarindo+FeNTA se les administré
el extracto de tamarindo via intragastrica a una dosis de 30 mg de fenoles totales/Kg de
peso corporal y a los grupos control y FENTA se les administré el vehiculo (agua). Al
término del tratamiento, se administré nitrilotriacetato de hierro a una dosis de 15 mg
Fe/lKg de peso corporal via intraperitoneal a las ratas de los grupos FeNTA vy
tamarindo+FeNTA y a las ratas de los grupos control y tamarindo se les administré

solucion salina. Una hora después de ésta administracion los animales se sacrificaron por
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decapitacion. Se extrajeron ambos rifiones y se separo la corteza, en la que se realizaron

las diferentes determinaciones.

5.4. Preparacion de FENTA

Se realizé una modificacion de la técnica de Awai (Awai, et al., 1979). Se preparé una
solucion de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 120 mM con la que se preparo, a su vez, una
solucion de nitrato de hierro (FeNO3) 160 mM y una solucién de acido nitrilotriacético
disédico 320mM. Se mezclaron en proporcién 1:2 de FeNO; y acido nitrilotriacético. Se
ajusta el pH a 7.4 con NaHCO; en polvo. Una vez mezcladas ambas soluciones se deben
mantener protegidas de la luz, ya que el FeENTA es un compuesto fotolabil. Esta solucion

es de uso inmediato.

5.5. Dafio por oxidacién a proteinas.

Una alternativa para evidenciar la presencia de estrés oxidante es medir los productos
estables finales de las reacciones oxidativas, ejemplo de ello son los grupos carbonilo
(C=0) que se originan por accion de las ERO sobre las proteinas, convirtiendo algunos
aminoacidos (leucina, valina, lisina, arginina, prolina, treonina e isoleucina) en derivados
carbonilo. Ademas, los grupos carbonilo también son productos de reacciones de
rompimiento de enlaces peptidicos, e incluso de la interaccion de los residuos de
aminoacidos con productos de lipoperoxidacion como el 4-hidroxinonenal o el
malondialdehido (MDA) (Nystrom, 2005). Esta determinacion se llevé a cabo en
homogenados de corteza renal, basandose en la reactividad de los grupos carbonilo con
dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas de proteina, las cuales absorben la
luz a 370 nm (Fig.6). En las mismas muestras se determiné el contenido de proteinas por
absorcién a 280nm para expresar el contenido de grupos carbonilo en nmol/mg proteina
(Reznick, et al., 1994, Levine, et al., 1994).

"|' /H R H R
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-N N-N=C
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NO:2 NO:

Fig.6. Reaccion de la dinitrofenilhidrazina con el grupo carbonilo de las proteinas.

16



5.6. Lipoperoxidacion

Uno de los marcadores clasicos de estrés oxidante es la determinacion de productos de la
peroxidacion de lipidos que finalmente llevan a la pérdida de la funcion e integridad de las
membranas bioldgicas. EI MDA es uno de los productos derivados de la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados y hay evidencias de su relacion con el proceso de
carcinogénesis (Burcham, 1998). Esta determinacion se llevo a cabo en homogenados de
corteza renal con un método colorimétrico especifico para MDA en el que esta molécula
reacciona con N-metil 2-fenilindol en medio acido a 45°C, lo que genera un compuesto
colorido que absorbe a 586 nm (Fig.7). En las mismas muestras se determiné el contenido
de proteinas totales por el método de Lowry para expresar la cantidad de MDA en

nmol/mg proteina (Erdelmeier, et al., 1998; Gerard-Monier, et al., 1998].

H-J-x; "‘-\ 1\“‘.
O @] * 2 P o+
40-45°CNMh N~ "Ph Ph” TN
A Ph .

<':H3 CH3 CHy X-

Fig.7. Reaccion de malondialdehido con N-metil-2-fenilindol

5.7. Niveles de H,0,

Esta determinacion se llevdé a cabo por el método de FOX, que esta basado en la
oxidacion de Fe?* a Fe** por el peréxido de hidrégeno en condiciones acidas (Reaccion 1).
El i6n férrico se une con el naranja de xilenol (3,3’-bis(N,N-di(carboximetil)-aminometil)-O-
cresolsulfona-fenoftaleina, sal so6dica) para formar un complejo estable colorido que
absorbe luz a 560 nm (Reaccién 2), en estas muestras se determind también el contenido
de proteinas por el método de Lowry para expresar el resultado en nmol de H,O,/mg

proteina (Long, et al., 1999).

Fe’* +H,0, — Fe* + OH -+OH~ (Reaccion 1)
Fe* + XO —» [FeS*OH] (Reaccion 2)
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5.8. Sintesis de las sondas de ciclina D1y GAPDH

La preparacion de las sondas se hizo a través de la técnica RT-PCR. Para ello, se extrajo
ARN total del tejido de corteza renal de ratas controles utilizando la técnica de TRIzol™
de Invitrogen Life Technologies, CA, USA. Este método se basa en el uso de una solucion
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la disolucién
de los componentes celulares. La adicion de cloroformo seguida de centrifugacion separa
la solucién en dos fases (acuosa y organica). El ARN permanece en la fase acuosa y se
recupera precipitdndolo con isopropanol. Posteriormente se centrifuga y se decanta el
isopropanol, y la pastilla de ARN se resuspende en agua DEPC (dietilpirocarbonato). Para
conocer su concentracion se midié la absorbancia a 260 nm y a 280 nm de una dilucion
1:250 de ARN. Sabiendo que una densidad Gptica a 260 nm equivale a 40 ug de ARN se
puede calcular la cantidad presente en la muestra. La relacion de las absorbancias
medidas, 260/280 nm, debe estar entre 1.8 — 2.0.

El ARN se ultrapurificé utilizando DNAsa con el fin de obtener el ARN para la sintesis de
ADNc. Esta enzima digiere ADN de una y dos hebras dejando la preparacion libre de

ADN, evitando asi la amplificacion de regiones inespecificas.

Una vez purificado el ARN se llevé a cabo la reaccion de RT-PCR para obtener las
sondas. El primer paso en la reaccién es la sintesis de ADNc a partir de ARN. Esto se
logra por medio de la enzima reverso transcriptasa. Una vez que se tienen diversas
copias de ADNc comienza la reaccion de PCR (Fig.8) que va a amplificar el ADNc y

consiste en tres pasos

1) Separacion de las hebras de ADNc (94°C)

2) Alineacion de oligonucleétidos complementarios a sus secuencias especificas en el
ADNCc de interés (ciclina D1 o GAPDH en este caso) (60°C).

3) Elongacion del ADNc por una DNA polimerasa termoestable (72°C)
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Fig.8. Reaccién de PCR (http://members.aol.com, 2007)

Este ciclo se repite varias veces (en este caso fueron 30) (Alberts, et al., 2002, Watson,
1992). Los productos de RT-PCR se almacenan a 4°C para uso inmediato y a -20°C a

largo plazo.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron:

CD1 (Ciclina D1) (Hur, 2000; Cai,, et al., 2006, Uto, et al., 2001)
5-TGG AGC CCC TGA AGA AGA G-3

5-AAG TGC GTT GTG CGG TAG C-3

GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Cai, et al., 2006)
5-GGC TGA GAA TGG GAA GCT GGT CAT -3

5-CAG CCT TCT CCATGG TGG TGA AGA -3

Los oligonucledtidos se ajustaron a una concentracién de 5y 10 mM.

El gen de GAPDH se utilizé como control, su funcién se detalla mas adelante.
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Los ADNCc obtenidos de la reaccion de RT-PCR se purificaron a partir de la banda de una
electroforesis en gel de agarosa al 1.3% utilizando el estuche comercial PureLink™ Quick
Gel Extraction Kit, Invitrogen Life Technologies, CA, USA y se determind su concentracion
a 260 nm (1DOzgonm = 20ug de ADN). Posteriormente éstos se marcaron con digoxigenina
utilizando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli que tiene la funcion de
polimerizar el ADN, incorporando al azar nucle6tidos marcados que se encuentran en el
medio de reaccion (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il, Roche,
USA).

5.9. Expresion de ciclina D1 (CD1)

La determinacion de la expresion del gen de ciclina D1 se hizo con un Northern blot. Para
ello, se extrajo el ARN total del tejido de corteza renal de las muestras del protocolo con
Trizol.

Este ARN se separé en base a su tamafio en un gel de agarosa por medio de una
electroforesis. Las moléculas de ARN se transfirieron por capilaridad a una membrana de
nylon, la cual se incub6 con la sonda complementaria al ARNm del gen de interés
marcada con digoxigenina. Después, la membrana se incuba con un anticuerpo anti-
digoxigenina-AP el cual se unira a la digoxigenina pegada a la sonda. Para observar esta
unién, el fragmento Fab del anticuerpo anti-digoxigenina-AP tiene unida la enzima
fosfatasa alcalina, la cual al reaccionar con su sustrato (CSPD) emite luz a una longitud
méaxima de 477 nm que es grabada en peliculas de rayos X, a lo que se conoce como
autorradiografia.

La evaluacion de la expresion de un ARNm por medio del Northern blot que se corrige a
través de la comparacion con genes que funcionan como estandares internos, genes
control o también llamados “housekeeping”. Estos genes se expresan en todos los tejidos
y lineas celulares a un nivel relativamente constante. Entre este tipo de genes estan
incluidos aquél de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el de la B-actina 'y
los de las unidades 18S y 28S del ARN ribosomal (Oliveira, 1999). El gen utilizado como
control en el presente trabajo fue el de GAPDH. La misma membrana que se hibrid6é con
la sonda de ciclina D1 se lavé para retirar la sonda marcada unida a la membrana y se
hibridé posteriormente con la sonda para el ARNm de GAPDH.

Para obtener los resultados de la expresion del gen se realizé un andlisis densitométrico
de las bandas de los ARNm de ciclina D1 y de GAPDH de las autoradiografias

correspondientes utilizando el programa Chemlmager 4400, Alpha. Innotech, CA, USA.
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Se calcul6 la relacién de las densidades CD1/GAPDH para corregir los posibles errores
de carga en el gel obteniéndose entonces datos relativos de densitometria. Después se
compararon los resultados obtenidos en los distintos grupos estudiados (Alberts, et al.,
2002; Watson, 1992).

5.10. ESTADISTICA

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism para llevar a cabo el andlisis estadistico. Los
datos se analizaron por andlisis de varianza de una via (ANOVA) y posteriormente se
utilizé la prueba de Newman-Keuls para determinar las diferencias significativas entre los

grupos.
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6. RESULTADOS

6.1. Extracto de tamarindo.

El extracto se prepard y se caracterizd en nuestro laboratorio encontrando un contenido
de 3.3 mg de fenoles/mL y una capacidad inhibitoria del radical superéxido con una Clsg
amarindo=2.96 Hg fenoles/mL, capacidad superior a la determinada para la vitamina C (Cls

vitamina c= 25 pg/mL).

En el caso particular de este trabajo, se montd una técnica para determinar la capacidad
del extracto de atrapar peréxido de hidrégeno, el cual se ha visto que juega un papel
importante como segundo mensajero (Veal, et al., 2007). La técnica consiste en la
formacion de un complejo entre el titanio y el peréxido de hidrégeno que puede leerse a
410 nm. Las concentraciones de peroxido de hidrégeno de la curva patrén que se
seleccionaron con base en la literatura fueron: 2.5 uM — 100 uM (Fig. 9) (Ferguson, et al.,
1983; Brennan, et al., 1977).

La primera prueba fue realizar curvas de inactivacion del H,O, utilizando piruvato, un
compuesto que esta comprobado que reacciona con el perdxido de hidrégeno (Fig. 10)
(Salahudeen, et al., 1991).
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Fig.9. Gréfica de la curva patron para determinar la concentracion de peroxido de
hidrégeno. La linea de puntos es la experimental y la continua es la regresion lineal.

Para los ensayos posteriores con otros antioxidantes se decidi6 meter un control de

piruvato para comprobar que la técnica funcionara adecuadamente.
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Ya con la técnica montada, se midi6 la capacidad antioxidante del extracto de tamarindo

preparado (Fig.11).
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mg piruvato/mL

Fig. 10. Gréfica del porcentaje de peroxido de hidrégeno que reacciona con el piruvato.
Se observa que el piruvato inhibe al H,O, y llega a inactivarlo por completo. La linea de
puntos es la experimental y la continua es la regresion no-lineal.

Con este resultado se probd que el extracto tiene, in vitro, una muy buena capacidad de
inactivar al peroxido de hidrégeno (Clsg tamarindo=19.2 pg de fenoles totales /mL), incluso
mejor que el piruvato (Clso pirvato=314.5 g de fenoles totales/mL) que es un compuesto

que se conoce como un buen inactivador del H,0O,.

1001

o~

o

N

T

o 504

© 2

© r<=0.978

o .
Extracto de tamarindo
Cl59=19.12 ug de fenoles totales/mL

0 T

T T 1
0 50 100 150 200

ug de fenoles totales/mL

Fig.11. Gréafica del porcentaje de perdxido de hidrogeno que se inhibe con el extracto de
tamarindo. Se observa que de acuerdo a la cantidad de fenoles totales presentes en el
extracto de tamarindo estos inhiben el peroxido de hidrégeno hasta inactivarlo casi por
completo. La linea de puntos es la experimental y la continua es la regresioén no-lineal.
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6.2. Estrés oxidante por FeNTA in vivo

Durante el periodo de tratamiento con el extracto de tamarindo se hizo un seguimiento del
peso corporal de las ratas. No se observé diferencia estadisticamente significativa entre
los distintos grupos, lo que indica que el extracto de tamarindo no fue téxico y no afecto el

crecimiento normal de las ratas.

Las determinaciones de estrés oxidante se realizaron en el tejido cortical del rifidn.

En las fig.12, 13 y 14 se puede observar que la administracion intraperitoneal de FENTA
provoca un incremento en los valores de todos los parametros determinados con respecto
a los valores del grupo control, lo cual indica que hay dafio por oxidacién.

En el caso del dafio a proteinas y lipidos se puede observar que el tratamiento previo con
tamarindo si ofrece proteccion contra este dafio, aunque esta proteccién es parcial ya que
los valores del grupo tamarindo+FeNTA estan aun elevados con respecto a los del grupo
control. Sin embargo, para el per6xido de hidrégeno se observa proteccion total, ya que
los valores del grupo tamarindo+FeNTA son estadisticamente iguales a los valores del

grupo control.
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Fig. 12. Dafio por oxidacion a proteinas, determinado como la cantidad de carbonilos
(C=0) por mg de proteina. En la gréfica se observa que el tamarindo protege parcialmente
contra el dafio provocado por el FeNTA. Grupos con letras diferentes presentan diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05)
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Fig. 13. Dafo por oxidacion a lipidos, determinado como la cantidad de malondialdehido
(MDA) por mg de proteina. En la gréfica se observa que el tamarindo protege
parcialmente contra el dafio provocado por el FeNTA. Grupos con letras diferentes
presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
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Fig. 14. Niveles de peroxido de hidrogeno. En la grafica se observa que el tamarindo
protege totalmente contra el aumento de peréxido de hidrégeno provocado por el FENTA.
Grupos con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

6.3. Expresion de CD1

En esta seccion esta incluido el montaje de las técnicas de biologia molecular desde la
extraccion del ARN para la sintesis y amplificacion de las sondas hasta la realizacién del
Northern blot.

La primera parte consisti6 en la sintesis de las sondas especificas para ciclina D1 y
GAPDH. Se extrajo el ARN total de la corteza renal de una rata control (Fig.15) para

ultrapurificarlo y utilizarlo como molde en la reaccion de RT-PCR.
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Fig.15. Fotografia de la separacion de ARN total en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio. En la imagen se pueden observar las bandas de ARN ribosomal 28S y 18S.

Las bandas compactas del ARN ribosomal (Fig.15) indican que no hay degradacion de las
moléculas. Las relaciones 260/280 nm estuvieron alrededor de 1.5 después de la
extraccion y también después de la utlrapurificacion indicando que se conservd la
integridad del ARN.

A través de una busqueda bibliografica se seleccionaron las secuencias de los

oligonucledtidos para sintetizar las sondas de ciclina D1 y de GAPDH.
Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron:

Ciclina D1. (Hur K, 2000, Cai FG, et al., 2006, Uto, H., et al., 2001)
5-TGG AGC CCC TGA AGA AGA G-3
5-AAG TGC GTT GTG CGG TAG C-3

GAPDH. (Cai FG, et al., 2006)
5-GGC TGA GAA TGG GAA GCT GGT CAT -3’
5'-CAG CCT TCT CCA TGG TGG TGA AGA -3

Los oligonucledtidos se mandaron sintetizar a Invitrogen Life Technologies, CA, USA. Se
resuspendieron y se calcul6 su concentracion a 260 nm segun se describe en la
metodologia. Se hicieron diluciones para tener alicuotas a concentraciones de 5 uM y 10
UM,

Posteriormente, y también con base en la literatura, se determinaron las condiciones para

la reaccion de RT-PCR. Se decidio utilizar 1 pg de ARN ultrapurificado y 2 pL de la
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alicuota con concentracién 5 UM de los oligonucledétidos; los demas reactivos se usaron

como lo indica el inserto del estuche comercial, ajustando el volumen de agua.

Las condiciones finalmente utilizadas para la reaccion de RT-PCR fueron las siguientes:

N

1 s550C, 30 min 3 940C,30s
94°C, 2 min 1X 60°C, 30 s 20X
94°C, 30 s > 72°C, 45 s*
J
2 ~N 4
94°C, 30 s 94°C, 30 s
60°C, 30 s 60°C, 30 s
72°C, 45 s > 10X 72°C, 7 min X
4°C o0

Los productos de la reaccion se corrieron en un gel de agarosa para identificar la
presencia de las sondas (Fig. 16). Para la sonda de ciclina D1 se esperaba un producto
de 424 pb y para la de GAPDH uno de 152 pb.

400 pb |y o
100 pb e { e
Ciclina D1
GAFCH

Fig. 16. Fotografia del gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio en donde se corrieron
los productos de RT-PCR. Se observa un producto cercano a los 400 pb y otro entre 100
y 200 pb. También se puede notar la ausencia de bandas inespecificas.

Con este gel se comprobé la obtencién de las sondas. Posteriormente, se hizo la
realizacion de geles preparativos para la purificacion de la banda a partir del gel como se
indica en la metodologia. Una vez puras, las sondas se marcaron con digoxigenina como

se indica en el inserto del estuche comercial utilizado.
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En la fig.17 se presenta la imagen de la autoradiografia donde se prob6 el marcaje de las

sondas.

Control———> & & & #» »

CicinaDl—— # & % & »

Fig. 17. Autoradiografia del marcaje de las sondas. Se observa la comparacién cualitativa

entre el marcaje de las sondas de ciclina D1 y GAPDH contra un control de ADN marcado

incluido en el estuche comercial. Los nameros indican las diluciones siendo el nimero 1 la
dilucién mas pequefia y el numero 5 la dilucion méas grande.

El control es una muestra de ADN marcada con digoxigenina que viene incluido en el
estuche comercial. Se hicieron las mismas diluciones para el control y para las sondas de
ciclina D1 y GAPDH para comprobar la eficiencia del marcaje. Las manchas que se ven
en la autoradiografia corresponden al ADNc o sonda marcada. La comprobacion del
marcaje es mas clara en el carril de la sonda de GAPDH en donde se observa que
conforme aumenta la dilucion la intensidad de la mancha disminuye indicando una menor
cantidad de sonda marcada.

Después de haber comprobado que las sondas estaban marcadas, se mont6 el Northern
blot. Para ello se extrajo el ARN de las muestras de corteza de rifion de las ratas de los 4
grupos estudiados y se corrié una electroforesis en gel de agarosa. El ARN se transfirié

por capilaridad a una membrana de nylon y se hibrid6 con las sondas marcadas.

La temperatura de hibridacion se calculé de acuerdo al contenido de GC con la siguiente
formula:

T,, =49.82+0.41(%G + C) — (600/1) [I = longitud en pares de bases]

Tope =T, —(20-25°C)

Se encontré que la temperatura 6ptima para hibridar las membranas con las sondas de
ciclina D1 y GAPDH es 45 + 1°C. Después de la hibridacion se hizo la deteccion

quimioluminiscente.
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En la fig.18A se observan autoradiografias representativas después de haber hecho la
deteccion. Lo que se ve en la figura son bandas que corresponden a la sonda marcada
unida a su secuencia complementaria en el ARNm del gen ya sea de ciclina D1 o de
GAPDH en la misma membrana. Es decir, primero se hizo la hibridacion de la membrana
con la sonda de ciclina D1 y se realizo la deteccion; después se hicieron lavados para
retirar la sonda marcada que se encontraba unida a la membrana y entonces se hibridé
con la sonda de GAPDH. Se realiz6 un andlisis densitométrico de las autorradiografias
para obtener valores que permitieran expresar numéricamente los niveles de expresion
del gen. Para obtener resultados comparables se calcul6 la relacion CD1/GAPDH con el
fin de corregir, con los valores de GAPDH, los posibles errores de carga en el gel. Los
valores de la relacion CD1/GAPDH son los que se encuentran graficados en la fig.18B,

donde se observa que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

A.
Ciclina D1
) ‘ o -
AL EEYER Y
\ / A > . S
v ‘N Y
Control Tamarindo FeNTA Tam+FeNTA
A A AL — NS
7 ¢! & s N g A
GAPDH
B.

Valores relativos de
densitometria
CD1/GAPDH

Control Tamarindo FeNTA Tam-FeNT#/

Fig.18. A. Autoradiografia de las membranas hibridadas con las sondas de Ciclina D1
(bandas de arriba) y GAPDH (bandas de abajo). B. Grafica en donde se observan los
valores relativos de densitometria CD1/GAPDH de cada grupo estudiado (n=4-5).
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7. DISCUSION.

El estrés oxidante esta involucrado en muchas patologias. Por esta razon, los
antioxidantes se estan estudiando como vias de tratamiento o prevencion de estas
enfermedades. Entre los compuestos con mayor capacidad antioxidante se encuentran
los compuestos polifendlicos, los cuales se encuentran en frutas y verduras, como el
tamarindo. El cancer es una de las enfermedades en donde participa el estrés oxidante.
Uno de los tipos de cancer menos estudiados es el cancer renal, cuyo tratamiento resulta
complicado, no sélo porque en la mayoria de los casos se detecta en etapas tardias, sino
también porque no responde a los agentes quimioterapéuticos que se usan para tratar
otros tipos de cancer. Por ello, se requiere un mejor entendimiento del mecanismo
molecular del carcinoma renal para mejorar la eficacia de su tratamiento. EI modelo
experimental mas utilizado para su estudio es el carcinoma renal inducido por
nitrilotriacetato de hierro (FeENTA) en roedores. Existen evidencias de que el estrés
oxidante esté involucrado en la carcinogenicidad del FENTA, sin embargo, no se conocen

mecanismos moleculares involucrados.

El tamarindo es un fruto rico en compuestos polifendlicos. Recientemente se estudiaron
las propiedades hipolipémicas y antioxidantes de un extracto de tamarindo en ratas con
hipercolesterolemia (Martinello, 2006). En esos estudios se probé in vitro la capacidad del
extracto de atrapar el radical superéxido; ademas, se encontré que reduce los niveles de
acido tiobarbitdrico lo cual sugiere que posee capacidad para proteger contra la
lipoperoxidacion. Esta capacidad antioxidante los autores la atribuyeron al gran contenido
de flavonoides y otros compuestos polifendlicos en el extracto (Martinello, 2006). El
extracto de tamarindo que se utilizé en los protocolos experimentales de este trabajo se
prepard como lo indica Martinello (2006). Se caracteriz6 en el laboratorio, encontrando un
contenido de 3.3 mg de fenoles totales/mL de extracto y comprobando su capacidad de
atrapar al radical superéxido con una Clsg amarindo=2.96 g fenoles/mL la cual fue mas
eficaz que la vitamina C que es de 25 pg/mL.

Ademas en el presente trabajo se mont6 una técnica para medir su capacidad de atrapar
peroxido de hidrogeno. En la literatura se reporta el uso de una solucién de TiCl, al 20%
para realizar el ensayo. Esta solucion debe prepararse a partir de una solucidén
concentrada al 99.9%, cuyo manejo resulta complicado y peligroso debido a que al

contacto con la atmosfera forma HCI. Se encontr6 que actualmente se ofrece de manera
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comercial una solucion de TiCl; 0.09 M. Entonces se montaron curvas patron usando
ambas concentraciones (20% y 0.09M) preparadas a partir la solucién concentrada para
ver si funcionaban de la misma manera. Las concentraciones de H,O, para la curva se
determinaron probando las concentraciones propuestas por Brennan (0.1 mM — 1 mM)
(Brennan, et al., 1977) y las propuestas por Ferguson (2.5 uM — 75 uM) (Ferguson, et al.,
1983) quedando finalmente una curva en el rango de 2.5 — 100 uM.

Las curvas que se hicieron para comparar las dos soluciones dieron coeficientes de
correlacion muy similares y cercanos a uno. Con base en esto, se decidié adquirir la
solucién de tetracloruro de titanio al 0.09M comercial y probar nuevamente que funcionara
como las otras soluciones. La curva realizada con esta solucion también presenté un
coeficiente de correlacién cercano a uno, se corroboraron los resultados.

Entonces, se hizo una curva de inhibicion del peréxido de hidrégeno con piruvato, cuya
Clso reportada en la literatura es de 0.41 mg/mL (Avila, 2004), y se obtuvo una Cls=314.5
Mg de fenoles totales/mL similar a la de la literatura indicando que la técnica funcionaba
correctamente. Se realizd una curva de inhibicion de perdxido de hidrogeno con diferentes
concentraciones del extracto de tamarindo obteniéndose una Clsy tamarindo=19.2 ug de
fenoles totales /mL, que es mucho menor al valor obtenido para el piruvato, indicando que
tiene una mayor capacidad antioxidante ya que se obtiene la misma inhibicion del

peroxido de hidrégeno con una menor concentracion.

Una vez preparado el extracto de tamarindo y habiendo comprobado su capacidad
antioxidante in vitro, se llevaron a cabo los protocolos experimentales.

Una hora después de la administracion de FENTA a las ratas se observo un aumento en
el dafio por oxidacion a proteinas y lipidos y los niveles de peréxido de hidrégeno en la
corteza renal. Estos resultados concuerdan con la literatura, donde se ha reportado que
una hora después de la administracion intraperitoneal de FeENTA se presenta el mayor

nivel de estrés oxidante (Davalos-Salas, 2006, Qi, et al., 1999; Umemura, et al., 1990).

Se ha reportado el contenido compuestos polifendlicos como la catequina, epicatequina,
procianidina y naringenina, en la pulpa y el pericarpio del tamarindo (Sudjaroen, et al.,
2003) atribuyéndoles principalmente las capacidades antioxidantes de este fruto, por lo
tanto, la proteccion que se observo en el tejido renal es probablemente consecuencia de
la presencia de estas moléculas en el extracto. Por un lado, los polifenoles reaccionan con

las especies reactivas de oxigeno impidiendo que dafien directamente al ADN, a las
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proteinas y a los lipidos. Por otro lado, interfieren en la cadena de oxidacion de lipidos ya
que donan un &tomo de hidrégeno a los radicales formados, evitando que lipidos oxidados
formen aductos con el ADN lo que posteriormente podria contribuir al desarrollo de cancer
(Bravo, 1998; Burcham, 1998).

Ahora bien, muy poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares involucrados en la
carcinogenicidad del FeNTA debido a la falta de estudios sobre este tema. La sobre
expresion del gen de ciclina D1 es una de las alteraciones mas comunes en la transicion
G1/S del ciclo celular en diversos tipos de cancer. Esto ha sido reportado en diversos
tipos de cancer como el de mama y el de pulmén (Petty, et al., 2003; Arnold, et al., 2005).
Asi mismo, se ha visto esta sobre expresién en modelos de exceso de hierro (Troadec, et
al., 2006; Brown, et al., 2006). Existen muy pocos grupos de investigacion que estudian la
sobre expresiéon de ciclina D1 en el cancer renal. Practicamente el Unico grupo que ha
trabajado al respecto es el de Hedberg y cols. en Suecia. Este grupo ha evaluado entre
otras cosas, alteraciones en la expresién de las ciclinas D1, D3, E, ademas de p27 y pRb
(Hedberg, et al., 2003, 2004). Encontraron que la ciclina D1 se encuentra sobre
expresada en algunos de los tumores renales y que esto estaba asociado con el
pronéstico del paciente; es decir, aquellos en los que la ciclina D1 se encontraba sobre
expresada sobrevivian mas que aquellos en los que se encontraba en niveles bajos. Esto
debido a que la ciclina D1 participa en las etapas tempranas de la transformacion celular.
De este modo, los tumores de tamafio pequefio presentan niveles elevados de ciclina D1
indicando un cancer menos avanzado y por lo tanto menos complicado de tratar
(Hedberg, 1999). Sin embargo, las muestras de tumores humanos con las que trabajaron
se obtuvieron de 5 hasta 21 afios antes de hacer las determinaciones y el rango de
edades de los pacientes de quienes obtuvieron las muestras varia de entre 25-87 afios,
por lo que hacen falta estudios que corroboren estos resultados. Hay también trabajos en
donde se estudio la alteracion de la expresion del gen de ciclina D1 en modelos de sobre
carga de hierro. Estos estudios se realizaron en tejido hepatico de roedores en donde se
observé un aumento tanto en la proteina como en el ARNm de ciclina D1 (Troadec, et al.,
2006; Brown, et al., 2006). Por evidencias como estas es que nosotros esperdbamos un
aumento en la expresion del gen: el estrés oxidante producido por una sobrecarga de
hierro, provoca una activaciéon en la transcripcion del gen. Sin embargo, el modelo de
trabajo es distinto al nuestro, y el tiempo de exposicidon al agente que provoca la sobre

carga de hierro en estos modelos es mayor. Por otro lado, la regulacién de la expresion

32



del gen de ciclina D1 involucra diversas vias de sefalizacién sensibles al estado de oxido-
reduccion de la célula. Una hora después de la administracion de FENTA es cuando se
presenta el mayor nivel de estrés oxidante, por lo que era probable que este cambio en el
estado de la célula provocara una activacion de las vias involucradas en la expresion del
gen de ciclina D1, en especial la via de Ras/Raf/MAPK que participa en la transcripcion
del gen (Musgrove, 2006; Cook, et al., 2000).

A pesar de que se ha visto una correlacion entre el estado redox intracelular y las fases
del ciclo celular, la relacion causa y efecto entre este estado y la actividad de los factores
reguladores que determinan el progreso del ciclo celular in vivo alin permanecen inciertos
(Oktyabrsky, et al., 2007). En el 2003, Menon y su equipo estudiaron la regulacién redox
de la transicion G1/S del ciclo celular en fibroblastos de embriones de ratén. Concluyeron
gque esta fase esté regulada por los cambios en el estado de 6xido reduccién de la célula y
que las moléculas prooxidantes inician la progresion de la fase G1 a S, mientras que los
agentes antioxidantes inhiben este proceso. Para probar esto, ellos utilizaron N-
acetilcisteina (NAC) como antioxidante y observaron que inducia una inhibicién en la
sefalizacién redox que resulté en una disminucién de los niveles de ciclina D1, y en un
incremento en p27 (inhibidor de de CDKs) y Rb hipofosforiladas. En contraste, un
reestablecimiento de la sefalizacion redox disminuyd p27, incrementd ciclina D1 y Rb
fosforilada e indujo el progreso a la fase S de las células. Estas proteinas pueden ser
reguladas via sus residuos de cisteina. Debido a estos estudios, Menon propone a la
ciclina D1, a p27 y a pRB como moléculas blanco para la sefializacion redox en la
transicion G1/S. Cabe sefialar que la expresion de estas 3 moléculas se ha visto alterada
en cancer renal humano (Hedberg, et al., 2003; Hedberg, et al., 2004). Con base en esto,
se considera que este tipo de alteraciones podrian ser al menos uno de los mecanismos
moleculares de carcinogenicidad del FENTA. Sin embargo, en nuestro trabajo no se
encontraron modificaciones en la expresion del gen de cilcina D1. Por un lado, el FeNTA
pudo haber activado las vias de sefializacion sensibles al estado redox involucradas en la
regulacion del gen de ciclina D1 a través del aumento de especies reactivas de oxigeno,
sin embargo, es posible que al tiempo del sacrificio estas vias no hayan concluido el ciclo
de activacion y que esa sea la razén por la que no se observe un aumento en la
transcripcion del gen.

Por otro lado, dependiendo del grado del estrés oxidante provocado por el FENTA, se
pudo haber provocado una alteracion en los grupos SH de algunas proteinas, en especial

de los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB. Esta alteracion pudo ser en el dominio de
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unién al ADN impidiendo de esta manera la activacion de la transcripcién de los genes
regulados por estos factores como ciclina D1 (Oktyabrsky, 2007).

De cualquier manera, el extracto de tamarindo estaria protegiendo contra los efectos del
estrés oxidante provocado por el FeNTA impidiendo ya sea la activacion de las vias de
regulacion de la transcripcion del gen o la oxidacion de aminoacidos importantes en los
factores que activan la transcripcion del gen. En particular, resalta la proteccion que
ofrece el extracto de tamarindo contra el aumento de peréxido de hidrégeno provocado
por el FeNTA, ya que es una de las ERO que més se han estudiado como molécula de

sefializaciéon y que se ha comprobado que es capaz de activar algunas vias.

Este trabajo muestra que el estrés oxidante provocado por el FeNTA una hora después de
su administracion intraperitoneal en roedores y el tratamiento con el extracto de tamarindo
durante 15 dias no provocan alteraciones en la expresion del gen de ciclina D1. Sin
embargo, aun no se puede descartar la participacion del gen en el mecanismo de
carcinogenicidad del FENTA. Es necesario investigar mas a fondo alteraciones en la
expresion de ciclina D1 en otras etapas del modelo y evaluar cambios en la proteina
ademas del ARNm. Esta caracterizacion molecular del modelo de carcinoma renal en
roedores inducido por FENTA es importante ya que al encontrar alteraciones comunes en
este modelo y pacientes con cancer, podria validarse como equivalente al carcinoma

renal humano.
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8. CONCLUSIONES.

El extracto de tamarindo tiene in vitro una muy buena capacidad de inactivar al
perdxido de hidrégeno.

e El tratamiento con el extracto de tamarindo previo a la administracion de FeNTA
protege contra el dafio por oxidacién a proteinas y lipidos, y contra el aumento de

peréxido de hidrégeno producidos por este agente.

e Se realizé exitosamente la implementacion de las técnicas de biologia molecular:
sintesis de sondas especificas para los genes de Ciclina D1 y GAPDH por la reaccion

de RT-PCR, marcaje de las sondas y Norhtern blot.
o El estrés oxidante inducido por el FeENTA una hora después de su administracién, no

altera la expresion del gen de Ciclina D1, ni el tratamiento con el extracto de tamarindo

bajo las condiciones utilizadas en el presente trabajo.
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9. ANEXO DE TECNICAS Y SOLUCIONES

DANO OXIDANTE A PROTEINAS

(Reznick , et al., 1994; Levine, et al., 2000)

Preparacion del homogenizado y técnica

Pesar 100mg de tejido y homogenizar en 900 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM
EDTA 1 mM, tritdn 0.1% c/inhibidores de proteasas.

Centrifugar las muestras 20 min a 32000 xg a 4°C en tubos eppendorff, tomar el
sobrenadante (muestra).

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

Centrifugar 10 min a 3500 xg a 4°C

Hacer 2 tubos por muestra

Blanco: 150 uL homogenado + 600 uL HCI 2.5 M

Problema: 150 uL homogenado + 600 pL dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM

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

Adicionar 750 uL de TCA 20%.

Agitar en vortex

Incubar los tubos a 4°C por 10 min.

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

Descartar el sobrenadante.

Resuspender el botén con 600 uL de TCA 10% a temperatura ambiente

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

Decantar el sobrenadante.

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

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

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

Calibrar con guanidina 6M
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Preparacion de la curva patrén
- Preparar una curva de albumina en guanidina.

Tabla 1. Curva de albumina en guanidina

[ABS] uL ABS 4 mg/mL Guanidina pL
mg/mL en Guanidina

1 0.26 65 935

2 0.5 125 875

3 1 250 750

4 2 500 500

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

- Calibrar con guanidina 6 M.

Célculos
Ejemplo: Se usa el coeficiente de absorcion de la DNPH (22,000 M™* cm™) para calcular el

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

proteina.
Muestra
45.4 nmol
(Absproblema_Absblanco 245 - = 0 -
mg _ proteina mg _ proteina

*El factor de 45.45 se obtiene:

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

£=22000 M = 22000/(10° nmol/mL)

Abs Abs

C= - 4 j1p6
e 2.2x10°/16

= AADbs *45.45

Soluciones

- Amortiguador de homogenizacion: amortiguador de fosfatos 50 mM pH=7.4 con
leupetina (5 ng/mL), pepsatina A (7 ng/mL) y aproptonina (5 ug/mL) y EDTA 1 mM.
Pesar 0.419 g de NaH,PO,, 0.278 g de Na,HPO,, 0.0372 g de EDTA-Na; disolver
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en 100 mL. Agregar 1 tableta de inhibidores de proteasas por cada 10 mL de
amortiguador a utilizar (Complete mini, ref. 11 836 153 001, Protease inhibitor
coktail tablets, Keep it easy).

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

NOTA: Los inhibidores se afiaden al momento que se va a utilizar el amortiguador
Sulfato de estreptomicinal0% en amortiguador de fosfatos 50 mM c/inhibidores de
proteasas, EDTA, triton.

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

Solucién de HCI 2.5 M (0.05 L):

Tomar 10 mL de &cido clorhidrico 37% y aforarlo a 50 mL

DNPH 10mM

Pesar 49.5 mg de DNPH y disolver en 25 mL de HCI 2.5 M.

Acido Tricloroacético TCA 20%(w/v)

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

TCA 10% (acido tricloroacético)

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

EtOH: Acetato de etilo 1:1 (v/v)

Mezclar cantidades iguales de EtOH absoluto y de acetato de etilo.

Almacenar a 4°C.

Solucion de fosfatos 20 mM pH=2.3

Pesar 0.7584 g de K,HPO,4.3H,O y 0.092 g de KH,PO, Disolver en 200 mL agua
destilada, ajustar pH y llevar al volumen deseado. Almacenar a temperatura
ambiente.

Guanidina-HCI 6.0 M.

Pesar 11.4636 g de guanidina-HCI y disolver en solucion de fosfatos 20 mM pH
2.3y aforar a 20 mL.

Albumina sérica bovina 4 mg/mL en guanidina 6 M

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

(Erdelmeier, et al., 1998).

Preparacion del homogenizado

Lavar el rifidn en solucién salina isoténica fria (NaCl 0.9%)

Pesar 0.1 g de tejido

Preparar homogenizado en 1 mL de amortiguador de fosfatos 20 mM a pH 7.4
Centrifugar el homogenizado a 3000 xg a 4°C por 10 min para remover las particulas
grandes

Tomar el sobrenadante

Mantener las muestras en hielo previo al ensayo. Si no se van a utilizar
inmediatamente congelarlas a -70°C, una vez descongelada la muestra no puede ser

recongelada.

Técnica

Afadir un volumen (6mL) de metanol 100% a tres volimenes (18 mL) del estandar 10
mM de 1metil-2-fenilindol en acetinitrilo (reactivo A).

Poner en tubos de ensayo 200 pyL de muestra.

Anadir 650 pL del reactivo A.

Agitar suavemente en el vortex.

Anadir 150 pL de HCI 37% (12N).

Mezclar bien y tapar los tubos.

Incubar a 45° C + 1 °C por 60 min.

Centrifugar los tubos a 15 000 xg por 10 min

Transferir el sobrenadante a una celda.

Leer la absorbancia a 586 nm.

Blanco de muestra

Se sugiere medir un blanco de muestra para corregir la contribucion de la muestra a 586

nm. Este blanco se hace anadiendo 650 uL de acetonitrilo/metanol (75/25%) en lugar del

reactivo A. La adicion del 4cido y la incubacion de la muestra se llevan a cabo como se

describié previamente.
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Preparacion de la curva patrén

- Diluir 1/500 (v/v) en agua el estandar 10 mM de 1,1,3,3 tetrametoxipropano en

amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.4 para obtener un stock 20 yM

- Pipetear las siguientes cantidades de reactivos:

Tabla 2. Cantidades de reactivos en la curva patrén

Tubo Stock (uL) Aguao Concentracion TMOP (uM)
amortiguador (uL)
Blanco 0 200 0
1 25 175 0.5
2 50 150 1.00
3 100 100 2.00
4 150 50 3.00
5 200 0 4.00
Célculos

- Usando los datos obtenidos calcule la absorbencia neta de las muestras a 586 nm

restando el valor obtenido del blanco de muestra

- Dividir el valor obtenido de MDA entre la cantidad de proteinas determinadas por el

método de Lowry para reportar [MDA]/mg de proteina

Soluciones

Amortiguador de homogenizacion: Amortiguador de fosfatos 20 mM a pH 7.4.
Pesar 0.8626 g de Na,PO,y 0.5340 g de KH,PO, disolver los componentes em
agua destilada, ajustar el pH y aforara 500 mL. Almacenar a 4°C.

Tris-HCI 20 mM pH=7.4

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

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

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

1-metil-2-fenilindol 10 mM

Para preparar 25mL pesar 0.05182 g de 1-metil 2-fenil indol y disolver en 25mL de
acetonitrilo. NOTA: La solucién es estable 4 dias a 4°C, pero se recomienda
prepararla el mismo dia del ensayo

Acetonitrilo-metanol 75/25%
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Para preparar 100 mL mezclar 75 mL de acetonitrilo con 25 mL de metanol.

Preparar en el momento del ensayo

NIVELES DE PEROXIDO DE HIDROGENO

(Long, et al., 1999).

Preparacion del homogenizado

- Hacer los homogenados inmediatamente después del sacrificio.
- Homogenizar100 mg de tejido en 900 pL en amortiguador de fosfatos 100 mM pH=7.4.

- Centrifugar a 15 000 g durante 20 min, tomar el sobrenadante.

Técnica

- Mezclar en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mi:

Tabla 3. Cantidades de cada reactivo en el tubo de reacciéon

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

- Agitar en vortex 5”

- Incubar 30 min a temperatura ambiente

- Centrifugar a 15,000 g durante10 min/temp. amb.
- Incubar 30 min a temperatura ambiente

- Medir absorbancia a 560 nm vs. curva estandar

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

Preparacion de la curva patron

- Diluir 285 pL de H,0, 30% con H,O desionizada hasta 100 mL. (hacerlo en matraz
aforado) para obtener la solucién “stock” de H,O, 25 uM

- Hacer una dilucion1:250 para obtener un estandar de H,O,. 100 uM
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- Hacer diluciones como sigue para obtener cada uno de los estandares de la curva
Tabla 4. Diluciones para preparar los estandares para la curva patrén para la técnica

de lipoperoxidacién

[H,0,] uM | plde H,0, 100 uM | pl de H,O
0 - 1000
25 25 975
5.0 50 950
10 100 900
25 250 750
50 500 500
75 750 250

- De cada estandar se tomaran 90 pul para usarlos en el ensayo, de manera que la
concentracion final de cada estandar serd la siguiente:

Tabla 5. Curva patrén para la técnica de lipoperoxidacion.

Estandar de H,O, uM | [H,O,] en el ensayo
0 0
2.5 0.225 uM
5.0 0.45 uM
10 0.90 uM
25 2.25 uM
50 4.50 uM
75 6.75 UM

Célculos

- Para expresar la cantidad de H,O,. por cada mg de proteina, primero se tiene que
determinar el contenido total de proteina por el método de Lowry. El valor obtenido de
H,0O, se divide entre el valor de Lowry (mg/mL) para que las unidades sean nmol/mg

proteina

Soluciones

- Amortiguador de homogenizacién: amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.4
Pesar 1.33 g de KH,PO,y 2.16 g y Na,HPO,y disolver en agua destilada, ajustar el
pH y aforar a 250 mL. Almacenar a 4°C.

- H,S0,250 mM
Para preparar 200 mL tomar 2.7 mL de H,SO, y llevar a 200 mL con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente
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Hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol grado HPLC (Reactivo 1):

Para prepara 18 mL pesar 0.015686 g y disolver en 18 mL de MeOH. Preparar en el
momento del ensayo

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

Pesar 1.52 mg de naranja de xilenol y 2.0 mg de sulfato ferroso amoniacal disolver
ambos en 2.0 mL de H,SO, 250 mM

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

Preparacion del reactivo de FOX

Mezclar 9 volumenes de reactivo 1 con 1 volumen de reactivo 2.

Reactivo 1= hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol grado HPLC:

Reactivo 2= Xylenol orange 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM

Preparar en el momento del ensayo

Stock H,O, 25 uM

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

mL. Preparar en el momento del ensayo

MEDICION DE PROTEINAS TOTALES
(Lowry, et al., 1951)

Preparacion de las muestras:

Diluir con agua 1:150 el sobrenadante del homogenado de la técnicas de Fox y

lipoperoxidacion

Técnica

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

Tabla 6. Preparacion de la curva patron de albumina sérica bovina (ABS).

[ASB]ug/0.2 ml ASB (pl) [H,O (ul)
B Blanco 0 200
1 5 10 190
2 10 20 180
3 15 30 170
4 25 50 150
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5 35 70 130
50 100 100

Numerar tubos de vidrio de 12 x 75 mm o de 13 x 100 mm

Colocar en cada tubo 0.2 ml de la muestra diluida

A todos los tubos afadir 1 ml de sol. C (incluyendo los tubos del blanco y de la curva
estandar).

Agitar y esperar 10’.

A todos los tubos afiadir 100 pl de sol. D con agitacion simultanea

Esperar 30'.
Leer a 660 nm.
Calibrar con el blanco de la curva.

Calculos

El factor de correccion se obtiene de la siguiente manera:

Multiplicar la concentracion obtenida en el espectro x 5 para pasar de ug/200 pl a
pg/ml (en el ensayo de Lowry se usan 200 pl de muestra).

Multiplicar por la dilucion de la muestra (lo que permite conocer la concentracion real
de la proteina en pg/ml)

Dividir entre 1000 (para pasar de ug/ml a mg/ml).

Pasar de 0.2 ml a diluciéon Pasar de ug a FACTOR DE
mi mg CORRECCION
5 X 50 < 1000 = 0.25
5 X 150 + 1000 = 0.75
Soluciones

- Na,CO; al 2%, NaOH al 0.4%, tartrato de sodio al 0.02% (Solucion A.)
Pesar 20 g de Na,CO3, 4 g de NaOH y 0.2 g de tartrato de sodio y potasio.
Almacenar a temperatura ambiente.
- CuSO, al 0.5% (Solucién B)
Pesar 0.5 g en 100 mL de agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.
- Solucion C.

Mezclar como se indica en la tabla 7.
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Tabla 7. Ejemplo de las cantidades de la solucion Ay solucién B para la
técnica de Lowry.
25 tubos 50 tubos
Solucion A |25 mL 50 mL
Solucion B | 0.5 mL 1mL
Preparar en el momento del ensayo
- Folin 1 N (Solucién D)

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

del ensayo

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
(Wang, et al., 2000; Patterson, et al., 1984; Brennan, et al., 1977; Ferguson, et al., 1983).

NOTA: A partir del paso en que se agrega TiCl, el ensayo debe realizarse en la campana y con el
siguiente equipo: guantes y bata.

Curva patrén

Tabla 8. Curva patrén de perdxido de hidrégeno.

[H.O,] uM uL H,O, *** ulL uL TiCl, uL NH,OH
Amortiguador
B 0 1000 135 200
1 2.5 25 (0.1mM) 975 135 200
2 5.0 50 (0.21mM) 950 135 200
3 10 100 (0.1mM) 900 135 200
4 25 25 (1 mM) 975 135 200
5 50 50 (1 mM) 950 135 200
6 75 75 (1 mM) 925 135 200
7 100 100 (1 mM) 900 135 200

**E| TiCl, se agrega antes del hidréxido de amonio y después de agregar cada uno hay que agitar.
*** Se utilizan 2 stocks de H,O, por ello se especifican 2 concentraciones diferentes.

- Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm.
- Separar el precipitado y lavarlo con acetona 3 veces (600 uL de acetona en cada
lavado).

- Disolver el precipitado en 3 mL de H,SO,4 1 M, y leer a 410 nm.

Técnica

- Agregar los reactivos como se indica en la tabla 9.
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Tabla 9. Diluciones del extracto.

Tubo Dilucién del extracto uL de extracto uL de uL H,O, ImM
Amortiguador
1 1:18 55.5 894.5 50
2 1:20 50 900 50
3 1:25 40 910 50
4 1:50 20 930 50
5 1:75 13.3 936.7 50
6 1:100 10 940 50
7 1:250 4 946 50
Tubo | Conc. de piruvato pL de piruvato *** uL de uL H,O, 1mM
Amortiguador
8 0.4 mg/mL 133 817 50

***E| tubo nimero 8 es un control de piruvato, el cual se prepara a partir de una solucion stock de
piruvato a una concentracion de 3 mg/mL

Incubar 30 minutos.

Agregar 135 pL de TiCl4 0.09M a todos los tubos y agitar.

Agregar 200 pL de NH,OH concentrado a todos los tubos para precipitar el complejo
peroxido — titanio y agitar.

Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm.

Desechar el sobrenadante.

Lavar el precipitado con acetona. (aprox. 500 ulL)

Resuspender en 3 mL de H,SO,4 1M.

Leer a 410 nm contra blanco. (El blanco contiene todos los reactivos excepto el

extracto de tamarindo, el cual se sustituye por 100 uL mas de amortiguador).

Soluciones.

Preparacion del stock de H,O, 1 mM:

Tomar 114 uL de H,O, al 30% y llevar a 10 mL.

Preparacion del stock de H,O, 0.1 mM

Tomar 1 mL del stock de H,O, 1 mM y aforar a 10 mL.

Preparacion del amortiguador 0.17M pH=7.4.

Pesar 2.001 g de NaH,PO,y 3.667 g de Na,HPO, disolver en 200 mL de agua
destilada. Ajustar el pH y aforar a 250 mL

Preparacion del H,SO4 1M

Tomar 13.88 mL de H,SO, y aforar a 250 mL.
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EXTRACCION DE ARN TOTAL CON TRIZOL
TRIzol® Reagent

Invitrogen Life Technologies, CA, USA.

Cat. No. 15596-018.

Recomendaciones.

Manejar todo el equipo con guantes.

Tratar la cuchilla del politron con H,O, por 4-5 hrs y después tratarla con H,O-
DEPC durante toda la noche.

Trabajar maximo 6 muestras y procurar que el ARN no este descongelado durante

mucho tiempo.

Técnica.

Colocar 1 mL de trizol en un tubo de vidrio de 12 x 75 con tapdn y estéril.
Colocar de 0.05-0.11 g de tejido en el tubo con trizol.

Homogenizar con el politrén, enjuagar la cuchilla con agua estéril y por dltimo
enjuagar con H,O-DEPC, secando cada vez que se enjuague con papel
absorbente procurando casi no tocar la cuchilla.

Incubar 5 min a temperatura ambiente.

Transferir a un tubo eppendorf de 1.5 mL (el tubo debe estar estéril y rotulado)
Agregar 0.2 mL de cloroformo.

Agitar en vortex 15 segundos.

Incubar 2-3 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 2 min a 19 319 g a 4°C.

Transferir la fase acuosa (superior) a otro tubo eppendorf estéril y rotulado. Se
debe transferir cuidadosamente, en pequefias cantidades cada vez para evitar
tomar liquido de la interfase.

Agregar 0.5 mL de isopropanol y mezclar por inversion.

Incubar 10 min a 4°C. (De preferencia incubar toda la hoche para obtener un
mayor rendimiento de ARN)

Centrifugar 15 min a 19 319 g a 4°C.

Decantar de un golpe e invertir los tubos sobre papel secante.

Lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 75%/H,O-DEPC frio

Agitar en vortex.

Centrifugar 8 min a 8 586 g a 4°C.

Decantar de un golpe para que se seque.
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Una vez que no haya residuos de etanol resuspender la pastilla en H,O-DEPC.
Guardar a -70°C.

Soluciones y reactivos necesarios:

Trizol.

Cloroformo.

Isopropanol.

Etanol al 75 %/H,O-DEPC.

ULTRAPURIFICACION DE ARN CON DNASA.

Técnica.

Colocar en un tubo eppendorf:
Tabla 10. Cantidades de reactivos para la ultrapurificaciéon de ARN.
195 L H,O-DEPC
25 uL | Amortiguador de DNasa
25 uL DNasa 1U/ pL (25U)
5puL ARN 5 pg/ pL (25 pg)

Incubar 15 min a temperatura ambiente.

Inactivar DNasa adicionando 25uL de EDTA 25 mM.

Incubar a 65°C por 10 min.

Adicionar 275 uL de fenol saturado a pH 8.0 calentado previamente a 65°C.
Agitar en vortex 15 segundos.

Centrifugar 2 min a 19 319 g a temperatura ambiente.

Transferir la fase acuosa (superior) a otro eppendorf.

Adicionar 275 pL de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico en proporcion
24:1.

Agitar en vortex 15 segundos.

Centrifugar 2 min a 19 319 g a temperatura ambiente.

Transferir a otro eppendorf la fase superior.

Agregar 700 pL de etanol absoluto frio y 100 pL de acetato de sodio 3M a pH 5.3.
Agitar en vortex y guardar a -80°C por toda la noche.

Centrifugar 15 min a 19 319 g a 4°C.

Decantar de un golpe y lavar el boton con 750 uL de etanol al 75%/H,O-DEPC.
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Centrifugar 15 min a 19 319 g a 4°C.
Decantar de un golpe y esperar a que
Resuspender el botén de ARN en H,O-DEPC.

Soluciones.

EDTA 25 mM

Pesar 0.09305 g EDTA y aforar a 10 mL con H,O-DEPC
O tomar 500 L de EDTA 0.5 M y aforar a 10 mL.
Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0

Pesar 78.8 g de Tris- HCI disolver en 800 mL ajustar el pH y aforar a 1 L con H,O-

DEPC

Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

Hacer una dilucion 1:5 de la solucion de Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0. Ajustar el pH.

Fenol pH 8.0. (Proteger el frasco contenedor con papel aluminio durante la

preparacion y durante el almacenaje)

- Descongelar el fenol calentandolo a 65°C.

- Tomar 50 mL de fenol y agregar 50 mL de Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0.

- Agitar vigorosamente algunos minutos.

- Dejar reposar para separar las 2 fases.

- Repetir este procedimiento tantas veces sea necesario con Tris-HCI 0.1 M,
pH 8.0, hasta que el fenol alcance un pH 8.0.

- Medir el pH con tiras de papel pH.

- Cuando se alcance el pH deseado adicionar 1 mL de Tris-HCI 0.1 M.

- Elfenol debe ser transparente.

Mezcla cloroformo — alcohol isoamilico 24:1

Agregar 1 mL de alcohol isoamilico a 24 mL de cloroformo.

Acetato de sodio 3M pH 5.3.

Pesar 24.609g de acetato de sodio, disolver en 70 mL, ajustar el pH y aforar a 100

mL.

ELECTROFORESIS DE ARN.

Recomendaciones.

Tratar la cAmara de electroforesis con H,O, por media hora antes de usarla,

enjuagar con agua estéril y secar el exceso.
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Técnica.

Utilizar las siguientes cantidades para preparar el gel de agarosa al 1%.

Tabla 11. Preparacion del gel de agarosa al 1%.

Componentes Minigel (30 mL) Gel grande (80 mL)
Agarosa BM 0.3g 0.8g
H,O-DEPC 25.2mL 67.2 mL
MOPS 10X 3mL 8 mL

Formaldehido 1.5mL 4 mL

Pesar la agarosa en un matraz erlenmeyer. (Tratar de hacerlo directo del bote)

Agregar la cantidad correspondiente de H,O-DEPC.

Calentar en microondas 25 segundos aproximadamente, retirarlo en cuanto se

forme burbujas. Agitar suavemente hasta que este totalmente disuelto.

Adicionar los mL de MOPS 10X, agitar continuamente y esperar a que se enfrie a

una temperatura que se soporte al tacto.

Adiconar el formaldehido y mover suavemente para que se homogenice sin formar

burbujas.

Vaciar la solucion en el molde y dejar gelificar 10-20 minutos.

Agregar el amortiguador de corrida hasta que apenas tape el gel y retirar el peine.

cada muestra de ARN los componentes de la tabla 12:

Tabla 12. Preparacion de la solucion desnaturalizante.

Componente Minigel (30 mL) Gel grande (80 mL)
Formamida 5puL 10 pL
MOPS 10X 1puL 2 UL

Formaldehido 2 uL 4 uL

Azul 1pulL 2L
Bromuro de etidio 0.16 uL 0.32 uL

Las muestras deben estar siempre en hielo y estar descongeladas el menor

tiempo posible.

Para tratar las muestras debe prepararse una solucién desnaturalizante, la cual lleva por
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Colocar los pL necesarios de muestra para tener los pg de ARN necesarios para el
gel. (5 pug para el mingel y 50 ug para el gel grande).

Agregar la cantidad apropiada de solucién desnaturalizante. (8 uL para el minigel y
para el gel grande calcular la cantidad necesaria dependiendo de los pL de RNA
utilizados)

Poner los tubos en bafio maria a 65 °C durante 10 min, después colocarlos
inmediatamente en hielo.

Cargar el gel con las muestras.

Conectar la camara a la fuente de poder y correr el minigel a 65 V hasta que
entren las muestras y bajar despues el voltaje a 55 y correr una hora y media. El
gel grande se corre a 65V durante 3 horas aproximadamente.

Observar el gel en el transiluminador UV.

Soluciones.

EDTA 0.5 M, pH 8.0

Pesar 186.12 g de EDTA disolver en 800 mL, ajustar el pH con lentejas de NaOH y
aforara 1 L.

Acetato de sodio 1 M

Pesar 8.203 g de acetato de sodio y aforar a 100 mL.

MOPS 10 X, pH 7.0

Pesar 41.86 g de MOPS, 6.8 g de acetato de sodio, agregar 20 mL de EDTA 0.5M,
ajustar pH. Aforar a 1 L con H,O-DEPC vy esterilizar por filtracion.

MOPS 12X, pH 7.0

Pesar 56.51 g de MOPS, agregar 60 mL de acetato de sodio 1My 24 mL de EDTA
0.5M. Ajustar pH. Aforar a 1 L con H,O-DEPC vy esterilizar por filtracion.
Amortiguador de corrida.

Tomar 83.3 mL de MOPS 12Xy aforar a 1L con agua estéril.

Azul.

Tomar las siguientes cantidades de cada componente:

Cantidad Componente Concentracion final
1mL Glicerol 50%
40 pL EDTA 0.5 M, pH 8.0 10 mM
5 mg Azul de bromofenol 0.25%
5 mg Xileno de cianol 0.25 %
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960 pL H,O-DEPC

- Bromuro de etidio

Preparar un solucion stock de 10 mg/mL y hacer una dilucién 1:6 para la solucion

gue se pone en contacto con la muestra.

RT-PCR

Titan One Tube RT-PCR Kit.
Roche applied Science, USA.
Cat. 11 939 823 001.

Mezcla 1

En un tubo de PCR colocar las cantidades indicadas en la tabla 13.

* La cantidad de agua depende de la cantidad de ARN que se agegue. Se necesita 1 g

de ARN.

Tabla 13. Cantidades de reactivos por tubo parala mezcla 1.

Componente Control kit Muestra ARN
Agua estéril 10.5 yL X uL*
dNTP 4L 4L
DTT sol. 2.5 L 2.5 L
Inhibidor de RNasa 1uL 1uL
Primers control 2 uL --
Primer sentido -- 2 pL**
Primer antisentido -- 2 pL**
ARN control 5uL --
ARN templado -- X pL*
MgCl, - 1.5 uL
ML totales 25 pL 25 pL

**Los primers utilizados tienen una concentracion de 5 pM.

Mezcla 2

En un tubo eppendorf estéril colocar lo que se indica en la tabla 14.
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Tabla 14. Cantidades de reactivos para la mezcla 2.

Componente 1 Reaccion
Agua estéril 14 uL
5X RT-PCR 10 pL
amortiguador
Enzima 1uL
Total 25 uL

Estas cantidades son solo para una reaccioén, se debe calcular la cantidad necesaria para

el nUmero de reacciones que se vayan a llevar a cabo.

Termociclador.
Se debe programar de la siguiente manera:

55°C, 30 min
94°C, 2 min
94°C, 30s

94°C, 30 s
60°C, 30 s
72°C, 45 s

94°C, 30 s
60°C, 30 s
72°C, 45 s*

94°C, 30 s

60°C, 30 s

72°C, 7 min
4°C, o

1X

10X

20X

1X

* Se aumenta 5 s cada ciclo.

Los productos de RT-PCR se almacenan a 4°C a corto plazo y a -20°C a largo plazo.
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ELECTROFORESIS DE DNA
Técnica.
Utilizar las cantidades de la tabla 15 para preparar un el gel para la electroforesis.

Tabla 15. Cantidades de reactivos para preparar un gel de agrosa al 1.3%

Componente Minigel Gel grande
Agarosa 049 1.3g
H,O estéril 29.4 mL 98 mL
TAE 50X 600 pL 2mL
Bromuro de etidio 5uL 10 pL

- Pesar la agarosa en un matraz erlenmeyer. (Tratar de hacerlo directo del bote)

- Agregar la cantidad correspondiente de H,O estéril.

- Calentar en microondas 25 segundos aproximadamente, retirarlo en cuanto se
forme burbujas. Agitar suavemente hasta que este totalmente disuelto.

- Adicionar la cantidad necesaria de TAE 50X, agitar continuamente y esperar a que
se enfrie a una temperatura que se soporte al tacto.

- Adicionar el bromuro de etidio y mover suavemente para que se homogenice sin
formar burbujas.

- Vaciar la solucién en el molde y dejar gelificar 10-20 minutos.

- Agregar el amortiguador de corrida hasta que apenas tape el gel y retirar el peine.

Las muestras se preparan de la siguiente manera:
Tabla 16. Preparacion de las muestras para la electroforesis.

Componente Minigel Gel grande
Marcador | Muestras | Marcador | Muestras
Marcador 1L - 1uL -
Muestra (ADN) -- X pL* -- X WL*
TAE 1X 4L 4L 6 UL 6 UL
Amortiguador de 2 uL 2 uL 3 uL 3L
carga

* La cantidad de pL depende de la cantidad de ADN requerida.
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- Cargar el gel con las muestras.

- Conectar la camara a la fuente de poder y correr el minigel a 65 V por 1 horay
media y el gel grande a 70 V por 2 horas y media aproximadamente.

- Observar el gel en el transiluminador UV.

Soluciones.

- Amortiguador de carga.
Utilizar las cantidades indicadas en la tabla 17 para preparar el amortiguador de

carga:
Tabla 17. Preparacion de la solucion de carga.
Cantidad Componente Concentracién final
1mL Glicerol 50%
4 pL EDTA 0.5 M, pH 8.0 1 mM
5mg Azul de bromofenol 0.25%
5 mg Xileno de cianol 0.25%
996 pL H,O-DEPC
- TAE 50X

Pesar 30.25 g de Tris- base, 4.65 g de EDTA, agregar 7.14 mL de &cido acético
glacial y aforar a 500 mL.

- TAE 1X (Amortiguador de corrida).
Hacer una dilucion 1:50 de la solucién de TAE 50X.

PURIFICACION DE ADN

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
Invitrogen™ Life Technologies, CA, USA.
Cat. K2100-12

Recomendaciones.
- Para minimizar la degradacion de DNA se debe utilizar guantes y una navaja
limpia para cortar la banda del gel.
- Mantener un ambiente estéril para evitar contaminacién con DNasas.

- Asegurar que no se introduzcan DNasas en las soluciones del Kit.
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Técnica.

Disolucién del gel.

Afadir el Amortiguador para solubilizar el gel (GS1) a la pieza del gel como sigue:
Para geles de agarosa < 2%, colocar no mas de 400 mg de gel en un tubo
eppendorf de 1.5 mL. Adicionar 30 pL de amortiguador GS1 por cada 10 mg de
gel.

Incubar el gel con GS1 A 50 °C por al menos 15 min. Agitar cada 3 min para
asegurar que se disuelva.

Una vez que el gel este disuelto incubar 5 min més a 50°C.

Proceder a la purificacion.

Lavados (todas las centrifugaciones son a temperatura ambiente)

Colocar una columna en un tubo para lavado (2 mL) y colocar el gel disuelto en la
columna.

Centrifugar a 12 000 g por 1 min. Descartar el liquido en el tubo de lavado volver
a colocar la columna.

Lavado opcional: Afadir 500 pL de GS1 en la columna, incubar a temperatura
ambiente por 1 min. Centrifugar a 12 000 g por 1 min y descartar el liquido del tubo
de lavado. Volver a colocar la columna.

Anadir 700 pL de amortiguador de lavado W9 con etanol a la columna e incubar 5
min a temperatura ambiente. Centrifugar a 12 000 g por 1 min y descartar el
liquido del tubo de lavado.

Centrifugar a 12 000 g por 1 min para remover cualquier residuo de W9. Descartar
el tubo de lavado.

Proceder a eluir el ADN.

Elusion de ADN

Colocar la columna en un tubo de recuperacién de 1.5 mL. Afiadir 50 uL de agua
estéril caliente (65-70°C) al centro de la columna. Incubar 15 min a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 12 000 g por 2 min. El tubo de recuperacion contiene el DNA

purificado. Descartar la columna.
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\'{' P Cortar el gel

Pesar el gel

Almacenamiento de ADN

- Almacenar el ADN purificado a -20°C.

|
W

Sl
(2
M=

iﬁy SMl

Adicionar 30 pL de
GS1 por ¢/10mg de

gel
(50°C)

Cargar la
columna

Lavado opcional
con GS1

700 pL de
amortiguador de
lavado

P Adicionar 50 pL
0o .=
= M agua estéril

=

- Para evitar el congelamiento y descongelamiento repetido del ADN guardarlo a

4°C para su uso inmediato o realizar alicuotas para almacenarlo a -20°C a largo

plazo.

MARCAJE DE LA SONDA.

DIG high prime DNA labeling and detection starter kit Il

Roche Applied Science, USA.

Cat. 11 585 614 910

Equipo adicional al incluido en el kit:

- Agua estéril, doblemente destilada.

- EDTAO0.2 M, pH 8.0
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Técnica.

ARadir en un tubo para reaccion 300 ng de ADN templado y agua a un volumen
final de 16 L.

Desnaturalizar el ADN en un bafio de agua hirviendo por 10 min e inmediatamente
colocarlo en un bafio de hielo.

Colocar 4 pL de DIG-High Prime al ADN desnaturalizado, mezclar y centrifugar
ligeramente.

Incubar toda la noche a 37°C.

Parar la reaccion afiadiendo 2 pL de EDTA 0.2 M, pH 8.0 y/o calentar a 65°C por
10 min.

Almacenar a 4°C para uso inmediato.

EFICIENCIA DEL MARCAJE

DIG high prime DNA labeling and detection starter kit Il
Roche Applied Science, USA.

Cat. 11 585 614 910

Realizar las siguientes diluciones del ADN control incluido en el kit y del ADN

templado.

Tabla 18. Preparacion de las diluciones para comprobar la eficiencia del marcaje.

Diluciones Dilucion en el
amortiguador
(ADN/amortiguador)
1. 1:3.3(A) 1pL/2.3pL
2. 1:10 (B) 1 pL/10 pL
3. Adiluido 1:10 (C) 1 pL (A)/ 10 pL
4. B diluido 1:10 1 L (B)/ 10 pL
5. C diluido 1:10 1 pL (C)/ 10 L

Colocar 1 pL del cada dilucion en una membrana de nylon.

Fijar el acido nucleico en un cross linker 30 s.

Lavar la membrana con amortiguador de acido maléico durante 2 min.
Incubar 30 min con solucion de bloqueo.

Incubar 30 min con solucion de anticuerpo.

Lavar con el amortiguador de lavado 2 x 15 min.
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Lavar con el amortiguador de deteccion.

En el cuarto obscuro con la luz roja colocar la membrana en un acetato con el

ADN hacia arriba y agregar 0.1 mL de CSPD ready-to-use. Inmediatamente cubrir

la membrana con un segundo acetato e incubar 5 min a temperatura ambiente.
Exponer a una pelicula de rayos X por 15-25 min a temperatura ambiente.
Revelar.

Soluciones. (Para el marcaje de la sonda y la deteccién inmunolégica)

SSC 20X

Pesar 88.2 g de citrato de sodio y 173.4 g de NaCl aforara 1 L.
SDS 10 %

Pesar 10 de SDS ( duodecil sulfato de sodio) y aforar a 100 mL.

Amortiguador de lavado.

Pesar 5.8 g de acido maléico, 4.38 g de NaCl, agregar 1.5 mL de tween 20 y aforar

a 500 mL.

Amortiguador de acido maléico.

Pesar 5.8 g de acido maléico, 4.38 g de NaCl y aforar a 500 mL.

Amortiguador de deteccion.

Pesar 7.88 g de Tris —HCI, 2.92 g de NacCl, disolver en 400 mL, ajustar el pH 'y
aforar a 500 mL.

Solucion de bloqueo.

Hacer una dilucion 1:10 de la solucién de bloqueo 10X incluida en el kit en
amortiguador de acido maleico.

Solucion de anticuerpo.

Centrifugar 5 min a 10 000 rpm el anticuerpo anti-digoxigenina-AP incluido en el
kit. Tomar la cantidad necesaria para hacer una dilucién 1:10 000 en solucién de

blogueo.

TRANSFERENCIA DE ARN

Revelar el gel en el transiluminador
Cortar la membrana 0.5 cm mas chica que el gel.

Humedecer por 5 min aproximadamente en el amortiguador de transferencia.
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Cortar y humedecer en el mismo amortiguador una tira larga de papel filtro del
largo del gel y con un ancho que permita que la tira este en contacto con el
amortiguador de transferencia y colocarlo sobre el molde que soportara al gel.

Se coloca el gel, encima de él la membrana y sobre ésta 4 piezas de papel filtro
cortadas 0.5 mas pequefias que la membrana.

Colocar de 8 a 10 cm de alto de papel absorbente ligeramente méas pequefios que
las piezas de papel filtro.

Colocar un rectangulo de vidrio y finalmente sobre éste colocar una pieza pesada
en el centro para compactar.

Se deja que se lleve a cabo la transferencia durante 10- 12 horas.

Revisar si se transfirio el ARN.

Retirar las el papel absorbente y el papel fiarlo con cuidado de o mover la
membrana.

Colocar al gel junto con la membrana en el transiluminador UV y levantar con
cuidado la membrana del gel.

Si el gel ya no tiene nada retirar la membrana y enjuagarla con el amortiguador.
Una vez que se ha marcado la posicion de las bandas 28S y 18S con lapiz No. 2
(del lado inverso de donde esta el ARN).

Se seca la membrana con papel filtro y después a temperatura ambiente, se mete
al cross linker 30 s a una energia de 1200.

Se guarda la membrana en una bolsa de hibridacion a -20°C.
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Vidrio c )

Papel absorbente

4 hojas de papel filtro

Membrana de nylon ——————
Gel —— ]

Recipiente ——X [ 2\

Tira de papel filtro

(]
B
|
/-!-

Soluciones.
- SSC 20X (Amortiguador de transferencia.)
La preparaciéon de este amortiguador esta indicada en la técnica para determinar la

eficiencia de marcaje de la sonda.

HIBRIDACION Y DETECCION INMUNOLOGICA.

DIG high prime DNA labeling and detection starter kit Il
Roche Applied Science, USA.

Cat. 11 585 614 910

- Precalentar un volumen apropiado de la solucién de hibridacién (10 ml/100 cm?) a
la temperatura de hibridacion (43-44°C)

- Prehibridar la membrana durante 2 horas.

- Colocar 8 pL de sonda marcada y 92 pL de solucién para hibridar en un tubo
eppendorf y hervir durante 10 min. Inmediatamente después colocar la sonda en
un bafio de hielo. Adicionar la sonda desnaturalizada a la solucién de hibridacién
(que quede a una concentracion de 25 ng/ mL de solucién de hibridacion).

- Hibridar la membrana durante 15 — 20 hrs a 43 — 44°C.

- Realizar 2 lavados con SSC 2X, SDS 0.1% a temperatura ambiente, 2 x 5 min.

- Realizar 2 lavados con SSC 0.5X, SDS 0.1% a 50°C por 15 min.

- Lavar con el amortiguador de lavado por 5 min.

- Incubar la membrana con la solucion de bloqueo durante 30 min.
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Incubar la membrana con la solucion de anticuerpo durante 30 min.

Realizar 2 lavados con el amortiguador de lavado por 15 min.

Incubar con el amortiguador de deteccion por 5 min.

En el cuarto obscuro con la luz roja colocar la membrana en un acetato con el
ADN hacia arriba y agregar 1 mL de CSPD ready-to-use. Inmediatamente cubrir la
membrana con un segundo acetato e incubar 5 min a temperatura ambiente.
Incubar la membrana con CSPD a 37°C durante 30 min.

Exponer a una pelicula de rayos X por 15-25 min a temperatura ambiente.
Revelar.

Para desnudar la membrana realizar los siguientes lavados:

Enjuagar la membrana en SSC 2X.
Agregar SDS 0.1% hirviendo a la membrana y dejar que se enfrie. Repetir este
paso una vez mas.

Guardar la membrana en SSC 2X a 4°C.
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