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RESUMEN

El carcinoma de células renales (CCR) es uno de los tipos de cancer menos estudiados, su diagnéstico
en etapas tempranas es dificil por ser asintomatico y en la mayoria de los casos se detecta cuando la
metastasis ya esta presente. El tratamiento de este cancer ha sido ineficiente hasta el momento debido, en
parte, a que los diferentes subtipos histoldgicos que existen cursan con distintas alteraciones moleculares por lo
que responden de manera diferente a las terapias. Estas complicaciones llevan a un alto indice de mortalidad,
ademas de que la incidencia estd en aumento. En este contexto, seria muy util contar con un modelo
experimental de carcinogénesis renal bien caracterizado que permita, por ejemplo, la elucidacién de los
mecanismos moleculares que causan el desarrollo de CCR y que facilite la busqueda de marcadores en etapas
tempranas que permitan su deteccion oportuna, asi como de nuevos sitios blanco para el desarrollo de agentes
terapéuticos mas eficaces. El modelo experimental mas utilizado, y en donde se ha demostrado la participacion
del estrés oxidante, es aquél inducido por nitrilotriacetato de hierro (FENTA), sin embargo, no estan claros, por
ejemplo, los mecanismos involucrados en su carcinogenicidad, existen discrepancias sobre el subtipo
histolégico que se desarrolla y no se ha establecido el comportamiento del estrés oxidante a largo plazo

inducido por este carcindgeno.

La participacion del estrés oxidante en cancer ha conducido al uso de compuestos antioxidantes, como
es el caso de los fitoquimicos fendlicos, con la finalidad de prevenir o disminuir la incidencia de cancer. Por esta
razén, en el presente trabajo se prepard un extracto de cascara de semillas de tamarindo (EST) que presentd
un alto contenido de fenoles totales (FT), asi como gran capacidad inactivante del radical superéxido. De igual
forma, en este estudio se demostré que el método de extraccion utilizado es reproducible y que la materia prima
de la cual se esta partiendo es muy similar. En estudios agudos in vivo en ratas macho Wistar, se encontr6 que
el extracto administrado durante 15 dias a dosis de 50 y 100 mg fenoles totales/Kg/dia, disminuye el aumento
en los niveles renales de peréxido de hidrégeno inducido una hora después de la administracién de FeNTA
(tiempo en que se ha encontrado el mayor estrés oxidante), pero con la dosis de 150 mg FT/Kg/dia se encontré
induccion de estrés oxidante. En estudios posteriores, el EST (100 mg FT/Kg/dia) protegié de manera
significativa contra la insuficiencia renal severa producida por dos administraciones con FENTA (9 mg Fe/Kg).
Por otro lado, en estudios crénicos (8 meses) se logré implementar un esquema de exposiciones repetidas a
FeNTA (3-9 mg Fe/Kg) con el que se desarrolld6 CCR en las ratas sin alterar la funcién renal, comportamiento
similar al curso de la enfermedad en el humano. En tejido renal adyacente al tumor no se encontré estrés
oxidante, sin embargo, en muestras de suero tomadas una hora después de las administraciones de FeNTA, se
comprobé la produccion de estrés oxidante, esto confirma que la induccion de estrés oxidante se mantiene por
un periodo breve de tiempo y posteriormente se disipa. Asi mismo, se establecié que el subtipo histolégico de
los tumores inducidos por FeNTA corresponde al de células claras en todos los casos. Por ultimo, con base en
el tamafo de los tumores y el grado Fuhrman, se puede decir que el EST retardé el avance del CCR y que,
aunque la diferencia entre los grupos tratados con o sin EST no fue estadisticamente significativa, el EST

también disminuyd la incidencia de CCR en un 21.05%.



Il. ANTECEDENTES

1.1 PARTICIPACION DEL ESTRES OXIDANTE EN CANCER

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) juegan un papel importante en una variedad de procesos
que ocurren de manera natural en el organismo. Por ejemplo, se encuentran involucradas en la respuesta
inmune contra patégenos, en eventos de sefializacion intracelular y en el control de la permeabilidad vascular
(Valko, et al.,, 2006). No obstante, la acumulacién de EROs generadas como productos del metabolismo
energético, por respuesta a condiciones inflamatorias o bien por factores de origen ambiental, se ha asociado
con la patogénesis de cancer en humanos, entre otras enfermedades. Hoy en dia existen multiples evidencias
que relacionan el estrés oxidante con el cancer. Esta ampliamente demostrado que el dafio directo a ADN esta
intimamente relacionado con mutagénesis y el desarrollo de cancer (Oberley, et al., 2002). Hasta la fecha se
han identificado una gran cantidad de productos de oxidacion entre los que se encuentran ruptura de la cadena
de ADN, modificaciones en las bases, creacion de sitios AP y transversiones G-T (Chipman, et al., 1998;
Cadenas, et al., 1999). El dafio por oxidacion al ADN puede resultar en la interrupcidon o induccién de la
transcripcion, en errores en la replicacion y/o en inestabilidad gendémica, y estas alteraciones se encuentran
asociadas al proceso de carcinogénesis (Valko, et al., 2006). Por otro lado, productos de la oxidacion de lipidos
(por ejemplo malondialdehido), pueden formar aductos con las bases nitrogenadas, que pueden conducir a
mutaciones en proto-oncogenes y/o genes supresores de tumores e incrementar asi la probabilidad de inducir
células cancerosas por estrés oxidante (Umemura, et al., 1996; Burcham, et al., 1998). De hecho, se ha
propuesto que el aumento en la lipoperoxidacion observada en las personas obesas e hipertensas es el
mecanismo responsable, al menos en parte, del aumento en el riesgo que tienen estos pacientes a desarrollar
carcinoma de células renales (Gago-Dominguez, et al., 2006). Por otra parte, las grandes cantidades de
peroxido de hidrégeno producidas en células cancerosas aparentemente funcionan como moléculas de
sefializacién, lo que conduce a la activacion de factores de transcripcion sensibles al estado redox y genes que
estan involucrados tanto en la supervivencia de las células cancerosas como en su proliferacion (Loo, et al.,
2003).

1.2 CARCINOMA DE CELULAS RENALES

El carcinoma de células renales (CCR) es el cancer renal mas comun, ya que representa del 70-80% de
todas las neoplasias de rifion. Es uno de los tipos de cancer uroldgico mas letales y constituye el 3% de todos
los tipos de cancer en adultos (Jemal, et al., 2007). EI CCR, ademas de ser uno de los tipos de cancer menos
estudiados, tiene un alto indice de mortalidad, su incidencia continia en aumento y presenta problemas
terapéuticos. En el 2004 se reporté que en Europa se diagnostican 40 000 pacientes con CCR cada afio,
provocando 20 000 muertes (Levi, et al., 2004). En Estados Unidos la incidencia de CCR incrementa del 2 al
3% anualmente (Mathew, et al., 2002) y en el 2006 fue responsable de 12 890 muertes en ese pais (Jemal, et
al., 2007; Reni, et al., 2006). En México, aunque la estadistica no se encuentra actualizada, se sabe que en el
2001 se presentaron un total de 1577 casos, de los cuales el 81.7% falleci6 a causa de este padecimiento

(Compendio de Cancer, Direccion General de Epidemiologia en México, 2001).
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El diagnoéstico del CCR en etapas tempranas es dificil ya que este tipo de cancer es asintomatico, y la
clasica triada (dolor en el flanco derecho o izquierdo, hematuria y palpacion de una masa renal) sélo se
manifiesta en etapas avanzadas de la enfermedad, es decir, usualmente cuando la metastasis esta presente
(Dalgin, et al., 2007). La manifestacion clinica mas frecuente es la hematuria, no obstante, el CCR también
puede manifestarse con dolor en el flanco y una masa palpable pero sélo cuando el tumor ha crecido lo
suficiente. Asi mismo, los pacientes frecuentemente presentan otros signos y sintomas en la enfermedad
avanzada como pérdida de peso, fiebre de origen desconocido y sudoracidon nocturna, sin embargo estos
signos y sintomas son inespecificos por lo que se malinterpretan durante algun tiempo antes de que se aprecie
su significado real (Richie, et al., 2005). Los sintomas sistémicos pueden deberse a eventos de metastasis o
sindromes paraneoplasicos (Chow, et al., 2000). La diversidad de sindromes paraneoplasicos asociados con
este cancer es remarcable, se encuentran en aproximadamente del 10 al 40% de los pacientes con CCR y
estan relacionados con la respuesta inmune inducida por el tumor o debidos a la produccion de hormonas
especificas por las células tumorales como la hormona paratiroidea, gonadotropinas, lactégeno placentario,
renina, eritropoyetina, glucagén, gonadotropina coriénica humana e insulina (Mc Dougal, et al., 2000). Otra
alteracion que acompafia al CCR es la policitemia que afecta del 5-10% de los pacientes y se da por hecho que
ésta se debe a la produccion de eritropoyetina por el tumor renal. Otros hallazgos comunes incluyen la
trombocitopenia y neutropenia. Cuando se presenta disfuncién hepatica, se manifiesta por elevacion de la
fosfatasa alcalina, a2-globulina, tromboplastina parcial prolongada o hipoalbuminemia, y en el 20-30% de los

pacientes se presenta elevacion de bilirrubina en suero y transaminasas (Novick, et al., 2002).

1.2.1 Clasificacién histolégica del CCR

La clasificacion histolégica acordada en Heidelberg (1996) y por la Unidon Internacional Contra el
Cancer/Comité de la Unién Americana sobre Cancer (UICC/AJCC) distingue varios subtipos de CCR: células
claras (75%), papilar (10-15%), cromdéfobo (5%), ducto colector (<1%) y no clasificado (4%) (Figura 1). Cada
subtipo histolégico presenta patrones de expresion genética diferentes y sus caracteristicas morfoldgicas son
Unicas (Kovacs, et al.,, 1997; Goldstein, et al., 1997; Medeiros, et al., 1997; Sobin, et al., 1997; Srigley, et
al.,1997).

Células claras Papilar Cromofobo Ducto colector

Figura 1. Clasificacién histolégica del CCR por tincién con hematoxilina-eosina (400X) (Mancini, et al., 2008).

El CCR de células claras (ccCCR) es el subtipo histolégico descrito con mayor frecuencia. En la

mayoria de los casos, se pueden identificar células con citoplasma claro asociadas en pequefios grupos aun en



tumores compuestos principalmente de células con citoplasma eosindéfilo (Mancini et al., 2008). Los tumores de
ccCCR son variables morfolégicamente, caracterizados por un patron de crecimiento que puede ser sélido,
trabecular, alveolar o acinar con una red prominente de vasos delgados. La presencia de quistes es poco
comun, pero si se presentan, se cree que provienen de los ductos colectores (Storkel, 1997; Kovacs, 1997). El
origen del ccCCR no esta del todo claro, pero al parecer proviene, en su mayoria, de las células de los tubulos
proximales (Walsh, et al., 2002). Otros autores sostienen que el desarrollo del ccCCR se origina de los quistes
renales, lo cual implicaria la participacion de eventos diferentes a los oncogénicos (Russell, et al., 2007). En
este subtipo histolégico, a diferencia de subtipo croméfobo y ducto colector, se conocen el conjunto de
alteraciones cromosomicas. Aproximadamente en el 40-70% de los casos de ccCCR se presentan mutaciones
en el gen supresor de tumores von Hippel-Lindau (VHL) (cromosoma 3p25-26) o hipermetilacién en su region
promotora. El gen VHL es importante en la via de sefializacién por hipoxia, cuando se pierde la funcién de la
proteina pVHL, el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) se acumula y transactiva varios genes que permiten que
la célula cancerosa se adapte a condiciones de hipoxia. En cuanto al prondstico de la enfermedad, se ha visto
que anormalidades cromosomicas asociadas con tumores avanzados, como pérdida de heterocigosidad (LOH)
en 9p13, 14qg y 10g (PTEN/MMAC1), estan asociadas con un mal prondstico, mientras que la ganancia de
5q31-qgter se correlaciona con un pronéstico mas favorable (Gunawan, et al., 2001). Dependiendo del subtipo
histolégico, el CCR presenta un prondstico clinico diferente. Los pacientes con CCR de células claras tienen un

peor pronoéstico comparado con pacientes con CCR papilar o cromofobo (Mancini, et al., 2008).

El CCR papilar a diferencia del ccCCR, no presenta anormalidades en el cromosoma 3p, pero si
presenta polisomias de los cromosomas 7 o 17 y deficiencia del cromosoma Y. Las células que comprenden
estos tumores pueden ser pequefas con citoplasma escaso, pero frecuentemente tienen un citoplasma
moderado a abundante con caracteristicas eosindfilas o basdfilas (Kovacs, 1989). Los tumores usualmente son
multifocales, asociados frecuentemente con esclerosis de tejido renal adyacente no neoplasico y consisten en
un nucleo central y fibrovascular con epitelio cubierto por papilas, también puede encontrarse una arquitectura
compacta tubular o laminas de pequefias papilas parecidas al glomérulo. Inmunohistoquimicamente, los
tumores co-expresan vimentina y marcadores epiteliales, también son positivos para CD-10 (93%) y para la
proteina S-100 (55%) (Mancini, et al., 2008). Las mutaciones en el proto-oncogen MET y la fumarato hidratasa
(FH) se han identificado como causas de predisposicion a este cancer (Zbar, et al., 1994; Schmidt, et al., 1997;
Tomlinson, et al., 2002).

El CCR cromofobo muestra un espectro histolégico amplio, caracterizado por células tipicas en forma
de globo y con citoplasma palido, granular y abundante; algunas veces los tumores se encuentran compuestos
de células mas pequefias con citoplasma eosindfilo, parecido al citoplasma comunmente asociado con el
oncocitoma (Tickoo, et al., 2000). Los tumores son hipodiploides, muestran frecuentemente pérdida de
heterocigosidad involucrando varios cromosomas, pueden encontrarse monosomias en los cromosomas
1,2,6,10,13,17 y 21 (van den Berg, 1999) y pérdida de X o Y. De acuerdo a su patron molecular, se cree que
este subtipo se origina de las células intercaladas del ducto colector. El gen supresor responsable del sindrome
de Birt-Hogg-Dubé (BHD) se identific6 como un gen que predispone al CCR cromoéfobo y al oncocitoma

(Nickerson, et al., 2002). El producto de este gen es la proteina foliculina, sin embargo su funcién no se ha
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determinado todavia. La variante eosindfila del CCR cromoéfobo puede ser dificil de diferenciar del oncocitoma.
De hecho, se ha sugerido la existencia de una variante donde ambos tipos de cancer coexisten denominada
oncocitomatosis. Los oncocitomas presentan estroma hipovascular en el fondo y un nido de células eosindfilas,
presentan coloraciéon café-caoba porque contienen abundantes cantidades de mitocondrias y se caracterizan

por una variedad de LOH en los cromosomas 1, 6p, 14 y/o 21 en algunos tumores (Mancini, et al., 2008).

El CCR de ducto colector es el subtipo menos comun, pero es sin duda el mas agresivo, su baja
incidencia dificulta su estudio y no hay un criterio definitivo para su diagnéstico (Mancini, et al., 2008), se
caracteriza por tener células pleomoérficas arregladas en tubulos irregulares dentro de un estroma desmoplasico
(Fleming, et al., 1986), las grandes masas neoplasicas involucran todo el érgano, frecuentemente infiltrando la
grasa celular perirenal y el sistema pielocaliceal, con necrosis central; también se pueden encontrar signos de
permeacioén vascular e inflamacién perineoplasica. Estos tumores se originan en la médula renal pero el sitio de
origen frecuentemente no esta claro debido al estado tan avanzado del tumor en el momento del diagndstico.
Por otra parte, la inmunoexpresion de la lectina de Ulex europaeus (caracteristica importante para su
diagnostico) sugiere que este cancer se origina del ducto colector (Kovacs, et al.,, 1997). El conjunto de
alteraciones cromosoémicas para este subtipo no se ha encontrado debido a su baja incidencia, hasta el
momento, se han descrito monosomias en los cromosomas 18 y 21, pérdida del cromosoma Y y ganancia en
los cromosomas 7, 12, 17 y 20 (Cavazzana, et al., 1996; Schoenberg et al., 1995). Otros autores describen
pérdida de heterocigosidad en los cromosomas 8p, 6p, 21q, y 13q y monosomias en los cromosomas 1, 6, 14,
15y 22 (Fuzesi, et al., 1992).

El CCR no clasificado se creé como una categoria para asignar a los carcinomas renales cuyas
caracteristicas no entran en ninguno de los subtipos de CCR descritos anteriormente, aun después de realizar
analisis genéticos. En este subtipo se incluyen tumores con una variedad de apariencias y lesiones genéticas,
no obstante, existen caracteristicas que no pueden faltar para la asignacion de un carcinoma en esta categoria,
estas incluyen combinacién de rasgos de los subtipos histolégicos reconocidos, morfologia sarcomatoide sin
elementos epiteliales reconocibles, producciéon de mucina, mezclas de elementos de epitelio y estroma y tipos

celulares no reconocibles (Kovacs, et al., 1997).

1.2.2 Tratamiento del CCR

El tratamiento para el CCR ha sido dificil hasta el momento debido a que cada subtipo histoldgico cursa
con diferentes alteraciones moleculares, por lo que responden de manera distinta a las terapias (Stadler et al.,
2004; Libermann et al., 2007; Mancini et al., 2008). EI CCR en etapas tempranas, es decir que no ha
presentado metastasis, se puede tratar de manera exitosa mediante métodos quirdrgicos por nefrectomia
parcial o radical, sin embargo el 40% de los casos de CCR se diagnostican incidentalmente o bien se da en
etapas muy avanzadas. Se ha estimado que el 30% de los pacientes con CCR presentan metastasis en el
momento del diagndstico (Weiss, et al., 2002) y tienen una tasa de supervivencia de 12 meses (Campbell, et al.,

2003). Mas aun, los pacientes que han sido diagnosticados y tratados oportunamente tienen un alto indice de
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recurrencia (Janzen, et al., 2003; Cohen, et al., 2005), lo cual es un problema serio porque este tipo de cancer
es resistente a la quimioterapia convencional y la radioterapia es solamente paliativa (Libermann et al., 2007).
El uso de farmacos que han tenido éxito en el tratamiento de otros tipos de cancer como la vinblastina, 5-
fluorouracilo (5-FU) o gemcitabina sélo han tenido efecto en el 5 al 8% de los pacientes con CCR (Samuels, et
al., 1997; Kish, et al., 1994; Rini, et al., 2000), aunque el tratamiento con floxuridina en el ccCCR metastasico ha
dado resultados en el 18% de los pacientes (Volgelzang, et al., 1998; Conroy, 1993; Wilkinson, et al., 1993). Por
otro lado, algunos estudios con inmunoterapia han mostrado mejor respuesta (13-20%) (Atzpodien, et al., 2004;

Coppin, et al., 2005; Negrier, et al., 2004), sin embargo el alcance de estas terapias sigue siendo limitado.

En afios recientes, las terapias se han disefiado en funcidén de algunas de las alteraciones en vias de
sefalizacion presentadas en el CCR. La inactivacion del gen VHL en la via de sefializacién por hipoxia en el
CCR de células claras ha conducido al desarrollo de agentes terapéuticos que actian en diferentes vias de
sefalizacion que convergen con ésta (Figura 2), como las vias del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF por sus siglas en inglés), del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF por sus siglas en
inglés) y la via del factor de crecimiento epidermal (EGF por sus siglas en inglés) (cuyos receptores tienen
actividad de cinasas de tirosina y también efectos anti-apoptéticos, por lo que proveen de un sitio blanco
atractivo para su intervencion) (Stadler, et al., 2005; Lane, et al., 2007). Los inhibidores de cinasas de tirosina
como el sunitinib (SU011248) y el sorafenib (BAY 43-9006) tienen como blanco, los receptores de VEGF y
PDGF; otras moléculas inhibidoras como el bevacizumab y el valatinib (PTK787) actdan sobre VEGF vy el
receptor de VEGF (VEGFR) respectivamente; y los agentes como el gefinitib, cetuximab, erlotinib y ABX-EGF
bloquean la funcién del receptor de EGF. Por otra parte, la via RaffMEK/ERK también es un punto de
convergencia importante con las vias de sefializacion por VEGFR, PDGFR y EGFR. Este moddulo de
sefalizacion forma un vinculo entre las sefiales extracelulares y las moléculas efectoras del citoplasma y el
nucleo, las cuales contribuyen a la diferenciacién, proliferacion celular y supervivencia (Hilger, et al., 2002). Los
farmacos como AZDG6244, 1SI1S5132 y CI-1040 que han demostrado que inhiben a Ras, Raf y MEK
respectivamente, se encuentran todavia bajo investigacion clinica, (Stadler, et al., 2005; Lindsey, et al., 2006;
LoRusso, et al., 2005; Adjei, et al., 2008). El sorafenib, ademas inhibe a nivel de la cinasa de Raf (Stadler et al.,
2005). La via Akt/mTOR también puede regular el HIF y es otro blanco potencial para este tipo de cancer (Lane,
et al., 2007). Los inhibidores como temsirolimus (CCI-779) y everolimus (RAD0O1) bloquean el sitio blanco de
mamiferos para la rapamicina (mTOR) implicado en la angiogénesis y en la via de la cinasa de fosfatidilinositol-
3 (PI-3K) (Cho, et al., 2007; Ravaud et al., 2008). Todos estos agentes han mostrado tener una mejor respuesta
(26-37%) siempre y cuando se aplique al paciente con el subtipo histolégico de células claras (Thomas, et al.,
2008).

La baja incidencia y el conocimiento insuficiente de las alteraciones moleculares que se tiene hasta el
momento, ha hecho dificil el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para los otros subtipos de CCR, por lo
que solo se ha evaluado la eficacia de los agentes terapéuticos que han funcionado para el subtipo histologico
donde se tienen mejor estudiadas las vias de sefalizacion (células claras). En estos estudios se ha reportado
que solo el 25% de los individuos con CCR crémofobo tratados con sorafenib y sunitinib presentan una

respuesta al tratamiento (17% con sorafenib y 8% con sunitinib). En el caso del CCR papilar se ha informado
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que el 68% de los pacientes tratados con sunitinib mantuvieron la enfermedad estable (Ravaud, et al., 2008).
Por todo esto, un mejor entendimiento de esta heterogeneidad es indispensable para elegir o disefar terapias

para este tipo de cancer (Vogelzang, et al., 2002).

Figura 2. Sitios blanco de las terapias del CCR (Modificado de Lane et al., 2007).

1.3 MODELO EXPERIMENTAL DE CARCINOGENESIS RENAL

El modelo de carcinogénesis renal mas utilizado es aquél inducido por el compuesto nitrilotriacetato de
hierro (FeENTA). El FeNTA es un compuesto formado por el complejo del acido nitrilotriacético con Fe* y se
utilizé originalmente en modelos experimentales de hemocromatosis (Awai et al.,, 1979). Estos autores
encontraron que este compuesto se transporta eficientemente a las células del parénquima de varios 6rganos
como el rifién y el pancreas. Un afo después, Okada y Midorikawa (1982) descubrieron que el FENTA inducia
cancer renal, al reproducir el modelo experimental de hemocromatosis con FeNTA, donde encontraron que
varios animales morian de hemorragia peritoneal, de CCR o por metastasis pulmonar. En estudios posteriores
se observd que este compuesto induce necrosis tubular proximal renal aguda y subaguda con la incidencia
subsecuente del 60-92% de adenocarcinoma en ratas y ratones (Hamazaki, et al., 1986). Otros estudios
realizados con ratas macho y hembra han demostrado que las ratas macho son mas suceptibles a la toxicidad
subaguda y efectos carcinogénicos del FeNTA (Deguchi et al., 1995). Por otro lado, en estudios en donde se
administra una dosis Unica de N-dietilnitrosamina en el protocolo de induccién de cancer renal por FeNTA, se
ha visto que se requiere menor tiempo de tratamiento para inducir el cancer y el nimero de animales con CCR

aumenta (Athar et al., 1998). Las nitrosaminas se han reconocido como moléculas inductoras de céncer, son



compuestos N-alquilados que requieren de activacion enzimatica para transformarse en compuestos
carcindégenos que actiuen sobre el ADN. Estas biotransformaciones generalmente involucran reacciones de
oxidacion mediadas por el citocromo P450. La activacion de este tipo de compuestos da lugar a moléculas
como el diazometano, el cual se considera como intermediario en la accion sobre el ADN al transferir

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

1.3.1 Mecanismos de nefrotoxicidad y carcinogenicidad inducidos por FeENTA

Hasta el momento no esta totalmente claro el mecanismo por el cual el FeENTA ocasiona dafio en los
tubulos proximales del rinén. En 1997, Kawabata y colaboradores demostraron que el hierro se encontraba en
el sitio apical del epitelio del tubulo contorneado proximal asi como en la parte no contorneada 30 minutos
después de la administracion de FeNTA (7.5 mg Fe/Kg); conforme las células epiteliales de los tubulos
proximales morian, el hierro desaparecia en las células muertas y se almacenaba en el citoplasma de las
células del epitelio tubular mas distales. También se demostré6 que el hierro iénico débilmente enlazado a
ligandos puede catalizar las reacciones de produccién de radicales libres causando dafio y apoptosis de las
células epiteliales de los tubulos proximales en rifiones de ratén (Kawabata, et al., 1997). Este dafo producido
por FeNTA, demostrado por el incremento en los niveles de los productos de peroxidacion lipidica como el
(MDA) e hidroxinonenal (HNE) y dafio al ADN como la 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG), sélo se observa en
los tubulos proximales, ya que no se detectd ninguna alteracion en la porcion distal de los tubulos renales aun

cuando la cantidad del hierro era alta en esta regién.

Por lo anterior se ha sugerido que el mecanismo de nefrotoxicidad del FENTA es consecuencia de la
generacion de especies reactivas de oxigeno, producidas mediante la reaccion de Fenton-Haber Weiss
(Figura 3).

Fe?* + H,0, — Fe¥+-"OH +-OH

Fe* +0, — Fe?*+ 0

H0,+0; — ~“OH+-OH+O0O;

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

El FeNTA, como molécula de bajo peso molecular, se filtra faciimente a través del glomérulo hacia el
lumen de los tubulos proximales renales (Toyokuni, et al., 1996). En este compartimento el Fe® NTA se reduce
a Fe*NTA por los productos de degradacion del glutation como la cisteina o la cisteinglicina. En la superficie
del tubulo proximal, la enzima y-glutamiltranspeptidasa hidroliza al glutation a cisteinilglicina, la cual es
degradada rapidamente a cisteina y glicina mediante una transpeptidasa. Se ha propuesto que los grupos tiol
de estos aminoacidos actiian como reductores del Fe** a Fe?'. La oxidacion del FeNTA genera radicales
superoxido que potencian las reacciones de Haber-Weiss catalizadas por hierro para producir radicales

hidroxilo, conduciendo a la peroxidacion lipidica, dafio a proteinas y al ADN (Tsuchiya, et al., 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de toxicidad renal inducida por el FeNTA (Modificado de Toyokuni, et al. 1996).

Recientemente, Nishida y colaboradores (2007) propusieron que la carcinogénesis inducida por FENTA
puede deberse a la estructura binuclear Unica que puede formar este complejo, la cual puede producir un
aducto (Fe3+'binuclear-perc')xido) capaz de ocasionar dafio en los tubulos proximales renales en presencia del
ciclo del glutation y oxigeno (Figura 5). Estos autores, demostraron que el Fe® enlazado con otros agentes
quelantes (diacetato de N,N’-piridilmetilamina (pac), acido iminodiacético (ida), diacetato de N,N -etilendiamina
(edda), diacetato de N,N’-hidroxietilamina (hida)) no provocan dafio tubular renal en ratas o el dafio es menor al
observado con FeNTA debido a que forman una estructura binuclear inestable y/o no son capaces de formar el
aducto. Asi mismo, también se ha demostrado que diferentes iones (Al, Cu) quelados con NTA tampoco
producen el mismo efecto que el FeNTA. Estudios realizados con nitrilotriacetato de aluminio (AI-NTA)
demuestran que este compuesto induce necrosis tubular aguda y subaguda sin producir CCR (Ebina, et al.,
1986; Okada, 1987) y el nitrilotriacetato de cobre (CuNTA) ocasiona CCR pero en menor proporcion que el

FeNTA y se requiere de un mayor tiempo para producirlo (Toyokuni, et al., 1996).

Estructura binuclear Aducto
(Fe**binuclear-peréxido)

Ciclo del
glutation

Figura 5. Estructura binuclear del FeNTA y formacion del aducto (Fe “binuclear-peréxido) en presencia del ciclo del
glutation y oxigeno. Cuando el Fe® * quelado entra en el ciclo del glutation en el tibulo proximal renal, es probable que el
complejo FeNTA |nteractue facilmente con la enzima glutation reductasa, produzca peroxido de hidrégeno en presencia de
oxigeno y el aducto Fe’ “binuclear-peréxido formado destruya las proteinas que se encuentran proximas (Nishida, et al.,

2007).



Este modelo de carcinogénesis renal inducido por FENTA, aunque es un modelo experimental de CCR
aceptado, aun no esta totalmente caracterizado y se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en
la carcinogenicidad del FeNTA. La mayoria de las investigaciones realizadas con este compuesto se han
enfocado en estudios agudos (Hermanns, 1998; Bahnemann,1998; Fukuda, 1996; Ansar, 1999; Umemura,
1990; Tanaka, 2008), y en aquellas que involucran el tratamiento crénico (Ebina, 1986; Deguchi, 1995;
Nishiyama, 1995; Toyokuni, 1996; Tanaka, 1998; Athar, 1998; Jahangir, 2006) no esta claro, el subtipo
histolégico de CCR que se induce (Athar, 1998; Toyokuni, 1998), se desconocen las alteraciones a nivel
molecular y no se ha establecido el comportamiento del estrés oxidante a largo plazo provocado por FeNTA. La
caracterizacion de este modelo permitiria compararlo con el CCR humano y definir sus alcances como
equivalente experimental. EI modelo, entonces, seria una herramienta para la busqueda de alteraciones
especificas y para identificar nuevos marcadores, sobre todo en etapas tempranas con la finalidad de detectar
el CCR de manera oportuna, lo cual es muy dificil en el humano, ya que frecuentemente cuando se diagnostica
esta enfermedad se encuentra en estado muy avanzado, o bien, para tener una prediccién mas acertada de la
supervivencia y calidad de vida del paciente con CCR. Asi mismo, se facilitaria la determinacion de nuevos

sitios blanco para el desarrollo de agentes terapéuticos mas eficaces.

1.4 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

El término antioxidante se refiere a todos aquellos compuestos que pueden retardar o inhibir la
oxidacién de biomoléculas mediante la inhibicién de la iniciacién y/o propagacién de reacciones oxidativas en
cadena (Velioglu et al.,, 1998). Entre los compuestos quimicos que han mostrado tener mayor capacidad
antioxidante se encuentran los compuestos polifendlicos; se ha demostrado que estos compuestos protegen
contra el dafo oxidante por inhibicién o atrapamiento de radicales libres y especies reactivas de oxigeno tanto

in vitro (Rice-Evans y Miller et al., 1996) como in vivo (Frei, et al., 2003).

1.4.1 Fitoquimicos fendlicos

Son una familia de fitoquimicos que se producen a partir del metabolismo secundario de las plantas y
son parte integral de la dieta en animales y humanos. Su diversidad va desde moléculas fendlicas simples hasta
compuestos altamente polimerizados con peso molecular mayor a los 30,000 Da y estan ampliamente
distribuidos en las plantas. Fisiolégicamente se encuentran involucrados en el crecimiento y reproduccién,
proveen resistencia a patdgenos y predadores, por lo que protegen los plantios de las plagas, ayudan a la
germinacion de la semilla y a su conservacion antes de su cultivo. Tienen grandes aplicaciones en la industria,
por ejemplo, se utilizan en el procesamiento de pinturas, papel y cosméticos, en la industria alimenticia como
conservadores y colorantes naturales, en la industria farmacéutica como antibiéticos, antidiarreicos y como anti-
inflamatorios; también se utilizan en el tratamiento de alteraciones como hipertension, fragilidad vascular,
alergias e hipercolesterolemia, entre otros (Bravo, et al., 1998). De acuerdo a su estructura quimica basica, los

fitoquimicos fendlicos pueden dividirse en diferentes clases (Tabla 1).



Tabla 1. Principales clases de fitoquimicos fendlicos
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1.4.2 Flavonoides

Una de las clases de compuestos fendlicos mas abundantes es la de los flavonoides. Estos fitoquimicos
son parte integral de la dieta en humanos y se encuentran presentes en muchas plantas medicinales.
Quimicamente son moléculas planares y su variedad estructural se encuentra dada por el patron de sustitucion:
hidroxilaciéon, metoxilacion, prenilacion o glucosilacién. Las agliconas de los flavonoides se subdividen en
flavonas, flavonoles y flavanoles dependiendo de la presencia de un grupo carbonilo en C-4, un grupo hidroxilo
en C-3 y un solo enlace saturado entre C-2 y C-3, asi como la combinacién de un grupo hidroxilo en C-3 vy la

ausencia del grupo carbonilo en C-4 respectivamente (Prasain, et al., 2004) (Figuras 6y 7).

Figura 6. Estructura basica y numeracion de los flavonoides.
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Figura 7. Ejemplos de flavonoides

Varios estudios han demostrado que la actividad antioxidante de los flavonoides se debe principalmente
a la presencia de insaturaciones, grupos carbonilo y grupos hidroxilo en su estructura (Figura 8). Estos grupos
les permiten actuar como agentes reductores, antioxidantes donadores de grupo hidrégeno o como atrapadores

de especies reactivas de oxigeno (Rice-Evans y Miller, et al., 1996).

Figura 8. Regiones que muestran el potencial antioxidante en la estructura de los flavonoides: hidroxilaciones del anillo B
(en amarillo), la presencia de insaturaciones del anillo C en la posicién C-2-C-3 (en rojo) y la presencia del grupo carbonilo
en C-4 (en verde). El grupo catecol y otras funciones también pueden mostrar la habilidad para quelar metales de
transcision como el cobre y el hierro (en azul) (Williams, et al., 2004).

Por otro lado, se ha demostrado que los flavonoides pueden inhibir la carcinogénesis gracias a su actividad
como antioxidantes (Figura 9), o por modulacion del metabolismo de los carcindgenos originados por

modificaciones de ciertos alimentos, a través de la inhibicién y/o induccion de las enzimas de fase | y Il; asi
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mismo, se ha visto que los flavonoides inhiben la proliferacion celular anormal de lesiones preneoplasicas, lo
que puede ser consecuencia de la inhibicién de varias enzimas involucradas en la respuesta celular a factores
de crecimiento, incluyendo la cinasa de proteina C, las cinasas de tirosina y la cinasa de fosfatidilinositol-3,
inhibiendo asi la expresion de varios genes relacionados con el desarrollo de tumores como los genes de

proteinas antioxidantes o los genes supresores de tumores como p53 (Soobrattee et al., 2005).

Figura 9. Inhibicién del desarrollo de cancer por los compuestos polifendlicos gracias a su actividad contra el estrés
oxidante (Modificado de Moon, et al., 2006).

En contraste con su actividad antioxidante, los compuestos polifendlicos también pueden actuar como
agentes pro-oxidantes cuando son utilizados en dosis altas o bajo ciertas condiciones (Lee, et al., 2006;
Rietjens, et al., 2002). Por ejemplo, la autooxidacién quimica o enzimética de los polifenoles en presencia de
metales, glutation (GSH) o algunas peroxidasas puede conducir a la formaciéon de especies reactivas de

oxigeno y de otros radicales.

En presencia de oxigeno molecular, los metales como Cu (ll) y Fe (Il) catalizan la oxidacién de los
polifenoles. Esta oxidacién inicial genera un radical semiquinona que puede reaccionar con el oxigeno
molecular para formar radical superéxido, esta reaccion es de caracter autocatalitico ya que el oxigeno oxida al
compuesto inicial para generar el radical semiquinona y peréxido de hidrégeno, el cual puede también formarse
por dismutacion del aniéon superdxido y puede convertirse rapidamente a radical hidroxilo mediante la reaccién
tipo Fenton (Figura 10) (Sakihama, et al., 2002; Lee, et al., 2006). Los radicales semiquinona generados por la
autooxidacion de los polifenoles también pueden ser atrapados por el GSH, regenerando de esta forma al
polifenol y generando un radical tiol del glutation. Este radical tiol, a su vez, puede reaccionar con el glutation
para generar un radical disulfuro que rapidamente reduce el oxigeno molecular a anién superoxido (Figura 11)
(Rietjens, et al., 2002).
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Figura 10. Actividad pro-oxidante de los compuestos polifendlicos (Adaptado de Lee, et al., 2006).

No obstante, el potencial pro-oxidante intrinseco de algunos polifenoles puede contribuir también a sus
propiedades quimiopreventivas. Un nivel moderado de estrés oxidante parece ser esencial para la transduccion
de sefiales que inducen o potencian ciertos sistemas de defensa antioxidantes. En este caso, es importante que
se identifique bajo qué condiciones puede ocurrir la actividad antioxidante o el efecto pro-oxidante de los

compuestos polifendlicos y cuando y como estos compuestos pueden ejercer su actividad antitumoral, mostrar
toxicidad aguda o carcinogenicidad (Lee, et al., 2006).
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Figura 11. Actividad pro-oxidante de los compuestos polifendlicos en presencia de glutation (Adaptado de Reitjens, et al.,
2002).
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1.5 GENERALIDADES SOBRE LA PLANTA DE ESTUDIO: Tamarindus indica L.

La especie Tamarindus indica L., conocida popularmente como tamarindo, proviene de la familia
Leguminosae, se considera especie nativa de Africa y crece de manera natural en regiones tropicales y sub-
tropicales. En varios paises, el tamarindo es un recurso importante, ya que se cultiva por su fruto que es
comestible, como planta ornamental y/o como arbol de sombra. La pulpa se utiliza como condimento, en
aderezos o como golosina. Las flores y las hojas se consumen como vegetales, mientras que el cotiledén
obtenido de la semilla (Figura 12) se utiliza para la elaboracién de goma de tamarindo, un componente de la
jalea. También se utiliza en varios tipos de comida japonesa para mejorar la viscosidad (Phakruschaphan, et al.,
1982; Tsuda, et al., 1994). En la medicina tradicional, Tamarindus indica L. es aceptada en varias partes del
mundo, principalmente como digestivo, carminativo, laxante, expectorante y revitalizante; ademas, las semillas
se han utilizado como antihelmiticos y eméticos, y su cascara para el tratamiento de quemaduras y heridas asi
como para la disenteria (Farnsworth et al., 1992). Los usos medicinales de esta especie se resumen en la Tabla
2 (Ross, et al., 2003).

Cotileddon

Tegumento

Figura 12. Estructura macroscépica de la semilla de Tamarindus indica L.

Tabla 2. Otros usos medicinales de la especie Tamarindus indica L.

Parte utilizada Uso en la medicina Modo de empleo Via de Pais en donde
tradicional administracion se utiliza
Fiebrifugo Decoccion Oral Brazil
Induccion del vémito Infusion Oral Fiji
Fruto seco -
Infecciones del tracto Extracto acuoso
RO . Oral Guatemala
urinario, piel y mucosas | caliente
Jugo combinado con
Fruto f Dolores menstruales latex de Calotropis Oral India
ruto fresco gigantea
Laxante Oral West Indies
Inflamacién y dolencias | Extracto acuoso Repgb_llca
o . Oral Dominicana,
del rifdn caliente .
Hojas secas India
) Torceduras Cataplasma Cutanea tépica Fiji
Catartico Extracto acuoso Oral Tailandia
caliente
- . Jugo con latex de C. . .
» Artritis reumatoide gigantea, leche y aceite. Cutanea India
ojas
I Fiebre causada por L Nigeria
: Decoccion Oral .
malaria Tanzania
. _— Extracto acuoso
Infecciones fungicas . Guatemala
caliente
Pulpa seca Extracto acuoso
Expectorante . Oral Tailandia
caliente
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Tabla 2. Otros usos medicinales de la especie Tamarindus indica L. (continuacién)
Uso en la medicina Modo de empleo Via de Pais en donde
administracion se utiliza

Parte utilizada

tradicional

Complicaciones durante | Extracto acuoso junto .
- ” Oral Guinea
el embarazo con Afzelia africana
. - . Cenizas obtenidas de la .
Colicos e indigestion Oral India
Corteza corteza con sal
. . Extracto acuoso .
Cicatrizante . Cutanea Senegal
caliente
Extracto acuoso
Amenorrea . Oral Madagascar
caliente
. Extracto acuoso
Problemas para dormir . . Oral Ivory Coast
caliente con las hojas
Raices Decoccion del extracto .
Lepra Oral Tanzania
acuoso
Disenteria Decoccion Oral Tanzania
, Extracto acuoso
Cascara de la . ! L
: Lepra caliente de la cascaray | Oral Nigeria
vaina
corteza
Semilla seca Antihelmitico Extracto acuoso Oral Tailandia

1.5.1 Estudios bioldgicos y quimicos sobre Tamarindus indica L.

Los estudios biolégicos realizados con Tamarindus indica han sido dirigidos de manera general hacia la
confirmacién de algunos de sus usos en la medicina tradicional, estos estudios incluyen principalmente

actividad antimicrobiana, antihiperlipidémica, antidiabética, antiinflamatoria y antioxidante.

Las propiedades antimicrobianas de esta especie han sido reconocidas ampliamente; diversos estudios
demuestran que el tamarindo tiene actividad antimicrobiana de amplio espectro contra patégenos como
Enterobacter faecalis, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, y Burkholderia pseudomallei, entre otros, de hecho se ha reportado que esta capacidad es incluso
superior respecto a otras especies de plantas (Srinavasan, et al., 2001; Esaki, et al., 2005). De y colaboradores
(1999) también describen una actividad potente contra microorganismos como Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 10536) y Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), comprobando de esta forma su uso

como conservador, desinfectante y antiséptico.

En estudios realizados con los extractos de pericarpio y semilla de tamarindo también se describe su
actividad como hipolipemiantes. La administracién del extracto de pericarpio de tamarindo en hamsters
hipercolesterolémicos, disminuye los niveles totales de colesterol en suero (50%) y triacilgliceroles (60%) e
incrementa los niveles de HDL (61%) (Martinello, et al., 2006). También se ha demostrado que el extracto
acuoso de la semilla de tamarindo, ademas de reducir los niveles de colesterol total y triacilgliceroles, tiene
propiedades antidiabéticas potentes y antiinflamatorias, ya que reduce la hiperglucemia en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina (STZ) (Maiti, et al., 2004 y 2005), y disminuye de manera significativa la
produccion de 6xido nitrico inducida por lipopolisacarido (LPS) e IFN-y tanto in vitro como in vivo (Komutarin, et
al., 2004).
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Asi mismo, se ha reportado que tanto el pericarpio como la semilla de tamarindo presentan actividad
antioxidante. El extracto elaborado a partir del pericarpio tiene la capacidad de inactivar radicales como el anion
superoxido y el 2,2-difenil-1- picrilhidracilo (DPPH por sus siglas en inglés) in vitro, y mejora la eficiencia de los
sistemas de defensa antioxidante al aumentar la actividad de enzimas como la superéxido dismutasa, la
catalasa y la glutatiéon peroxidasa in vivo. De igual forma, la capacidad antioxidante de los diferentes extractos
elaborados a partir de la semilla de tamarindo se ha comprobado en diferentes sistemas in vitro, algunos de los
cuales demostraron que aquélla tiene mayor actividad antioxidante que el acido ascérbico (Siddhuraju, et al.,
2007). En otros estudios se encontr6 que la capacidad antioxidante de las semillas es mayor que en el
pericarpio (Sudjaroen, et al., 2005; Soong, et al., 2004). En el caso de las semillas, Tsuda y colaboradores
(1994) encontraron una mayor inhibicion de la peroxidacion lipidica in vitro con extractos obtenidos del
tegumento que con extractos obtenidos del cotiledon (Figura 12). Posteriormente se demostré que la capacidad
antioxidante del tegumento de semillas de tamarindo se debe a los antioxidantes fendlicos encontrados como 2-
hidroxi-3’,4’-dihidroxiacetofenona, metil 3,4-dihidroxibenzoato, 3,4-dihidroxifenilacetato y epicatequina (Tsuda, et

al., 1994) (Figura 13). En 1999 Pumthong y colaboradores reportaron la presencia de taninos y procianidinas

OH
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HO : y HO
%1,-% oM
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Figura 13. Compuestos aislados de la semilla de Tamarindus indica L.
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oligoméricas principalmente, sin embargo en su estudio este tipo de componentes no fueron identificados o
caracterizados de manera cuantitativa. Muchos de estos flavonoides son componentes del Pycnogenol®, un
extracto estandarizado de la corteza de la especie Pinus maritima, el cual ha demostrado tener actividad
vasorelajante, inducir incremento de la permeabilidad capilar, participar en el sistema celular antioxidante
por su habilidad de regenerar el radical ascorbilo y proteger la vitamina E endégena y el glutation del estrés
oxidante (Packer, et al., 1999; Rohdewald, 2002). En el 2005, el perfil de los compuestos polifendlicos en
las semillas de T. indica L. realizado en estudios por HPLC, revel6 la presencia de 8 compuestos
principales, procianidina B, (5.5%), (-)epicatequina (4.8%), trimero (18.1%), tetramero (30.2%), pentamero
(17.6%) y hexamero (23.8%) de procianidina y polimeros de taninos en la semilla (Tabla 3). También se
demostré que las semillas tienen un mayor contenido de fenoles totales con respecto al pericarpio
(Sudjaroen, et al., 2005).

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos en las semillas de T. indica L.

Compuesto l Contenido de compuestos
fendlicos (mg/Kg(DE))

Procianidina B, 359 (4.2)

(-)- Epicatequina 315 (1.4)

Trimero de procianidina 1180 (5.0)
Tetramero de procianidina 1975 (5.0)
Pentamero de procianidina 1149 (0)
Hexamero de procianidina 1559 (3.5)

Taninos poliméricos 2340 (4.3)

Total (g) 6537 (0.5)

Los taninos poliméricos no se encuentran incluidos en el total (Sudjaroen, et al., 2005).
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1.5 JUSTIFICACION

La participacion del estrés oxidante en cancer se ha demostrado ampliamente (Mates, et al., 1999), de
hecho, se ha visto que las especies reactivas de oxigeno (EROs) pueden actuar como iniciadores y/o
promotores de tumores ocasionando dafo directo a distintas moléculas biolégicas como ADN, proteinas y
lipidos o actuando como moléculas de sefalizacidon que llevan a la inducciéon de factores de transcripcion y a la
regulacion de genes que participan en el crecimiento y proliferacion de células cancerosas (Loo, et al., 2003).

El cancer de células renales es uno de los tipos de cancer menos estudiados, su diagnéstico temprano
es dificil y por lo tanto presenta un alto indice de mortalidad (Jones, et al., 2007). EI CCR en etapas tempranas
se puede tratar de manera exitosa mediante métodos quirurgicos, sin embargo, el diagndstico en esta etapa es
dificil ya que este tipo de cancer no presenta sintomatologia. La terapia para este tipo de cancer en etapas
intermedias 0 avanzadas es ineficiente hasta el momento; una de las razones de esto es que existen distintos
subtipos histoldgicos y cada uno cursa con diferentes alteraciones moleculares, por lo que responden de
manera diferente a los tratamientos.

En este contexto, el contar con un modelo experimental de carcinogénesis renal bien caracterizado
seria muy valioso, por ejemplo, para la busqueda de marcadores en etapas tempranas para poder hacer un
diagnéstico oportuno, para identificar nuevos sitios blanco y desarrollar mejores agentes terapéuticos, o bien
encontrar determinaciones confiables para una prognosis mas acertada. Uno de los modelos mas utilizados en
el estudio del cancer renal, y donde se ha encontrado la participacién del estrés oxidante, es el modelo de
carcinoma de tubulo proximal renal inducido por nitrilotriacetato de hierro (FeNTA) (Toyokuni, et al., 1994). La
administracion intraperitoneal de este compuesto produce necrosis tubular aguda y subaguda, y la exposicion
cronica induce el desarrollo de carcinoma de células renales (Okada y Midorikawa, 1982). A pesar de que se ha
utilizado desde hace tiempo como modelo experimental de cancer renal, aun no esta totalmente caracterizado.
No esta claro qué subtipo de CCR se desarrolla, se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en
la malignizacién celular y no se ha establecido el comportamiento del estrés oxidante a largo plazo provocado
por FeNTA.

La demostracion de la participacion del estrés oxidante en el desarrollo de cancer ha conducido al uso
de antioxidantes como alternativa de tratamiento (Halliwell, 2008). Los compuestos polifendlicos han mostrado
tener gran capacidad antioxidante, muchos de los cuales, ademas, presentan propiedades anticancerigenas.
Entre las plantas con alto contenido de compuestos polifendlicos, se encuentra Tamarindus indica L. (Tsuda, et
al.,, 1993; Chanwitheesuk, et al., 2005). Esta especie se utiliza ampliamente en la medicina tradicional en varias
partes del mundo, sin embargo, los estudios cientificos sobre sus aplicaciones terapéuticas hasta la fecha son
escasos Yy no se han estudiado sus posibles propiedades preventivas en el desarrollo de cancer. Las semillas
de esta especie contienen una gran cantidad de compuestos polifendlicos diversos (Tsuda, et al., 1994;
Sudjaroen, et al., 2005; Chanwitheesuk, et al., 2005), incluso mayor que el pericarpio (Soong, et al., 2004), por
lo que, las semillas en vez de eliminarse como producto de desecho, podrian constituir un recurso importante
de agentes antioxidantes y/o con potencial quimiopreventivo, y de bajo costo (Gerhauser, et al., 2003).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Con base en lo anteriormente expuesto se ha planteado la siguiente hipotesis:
En un esquema de tratamiento crénico con inyecciones repetidas de FeNTA se desarrollara carcinoma
de células renales en ratas y un extracto polifendlico de semillas de tamarindo disminuira la incidencia de

cancer al evitar o disminuir el estrés oxidante.

OBJETIVO GENERAL
Implementar un modelo experimental de carcinogénesis renal inducida por nitrilotriacetato de hierro
(FeNTA) e investigar si un extracto polifendlico de semillas de tamarindo puede proteger contra el desarrollo de

tumores.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener un extracto rico en polifenoles a partir de las semillas de la especie Tamarindus indica L (EST).

» Determinar la dosis de EST a administrar utilizando estudios de exposicion aguda a FENTA.

» Implementar en nuestro laboratorio un modelo experimental de carcinogénesis renal inducida por
exposicion crénica a FeNTA.

» Determinar el tipo histolégico de CCR que se desarrolla en este modelo para reforzar su valor como
herramienta de estudio de CCR.

» Investigar si el extracto polifendlico puede prevenir o disminuir el desarrollo de cancer renal.
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ll. MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO EXPERIMENTAL

3.1.1 Preparacién y analisis de los extractos de semillas de Tamarindus indica L.

Se prepararon varios tipos de extractos a partir de la semilla de Tamarindus indica L., y se
caracterizaron mediante la determinacién de su capacidad de inactivacion del radical superéxido (Parejo, 2002),
asi como del contenido de fenoles totales (FT) (Soares, 2006). La capacidad de inactivacion de anién
superoxido se determind para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos, y la determinacion de fenoles
totales nos permitié establecer con qué extracto (pericarpio o semillas) obtendriamos mayor cantidad de estos
compuestos y con qué disolvente se alcanzaria una mayor eficiencia en la extraccion. Adicionalmente, estas
determinaciones se realizaron de manera periddica para verificar que la cantidad de fenoles totales y la
actividad antioxidante del extracto se mantuviera constante durante los ensayos biologicos. Los resultados
obtenidos en estas determinaciones también se compararon con estudios realizados en un extracto de
pericarpio de T. indica L. preparado previamente en nuestro laboratorio (Torres, et al., 2007), ya que este
extracto, aunque demostré tener buena capacidad antioxidante, presentaba ciertas complicaciones para su
elaboracién, su tiempo de conservacion era limitado y caracteristicas como el sabor hacian dificil su
administracion oral. La eleccion del extracto mas adecuado se describe en la seccion de resultados y se baso
en la cantidad de fenoles totales obtenida por materia prima, la capacidad de inactivacion del radical

superoxido, asi como su estabilidad.

3.1.2 Determinacion de la dosis a utilizar del extracto de cascara de semillas de T. indica L. (EST).

La dosis de extracto en polvo de cascara de semillas de tamarindo (EST) utilizada en el protocolo de
carcinogénesis renal inducida por FeNTA (protocolos | y Il), se eligié de acuerdo a los resultados obtenidos en

el estudio agudo descrito a continuacion:

Los grupos experimentales se describen en la tabla 4. En cada grupo de estudio se utilizaron 5 ratas
macho de la cepa Wistar (175-180 g) alimentadas con dieta estandar y agua ad libitum. EI EST se administré en
el agua de beber utilizando dosis de 50, 100 y 150 mg de fenoles totales/Kg/dia 16 dias previos a la
administracion del carcindgeno (FeENTA). Las dosis de fenoles totales administradas se eligieron de acuerdo a
estudios de toxicidad y actividad antioxidante realizados por Komutarin (2004) y a resultados previos realizados
con otros extractos polifendlicos en nuestro laboratorio (Cruz, 2007; Torres, 2007; Lopez, 2007). Para
determinar la cantidad de EST necesaria para administrar la dosis de 50, 100 y 150 mg FT/Kg/dia, se realizé un
estudio previo (datos no mostrados) en el que se establecié el volumen promedio de agua bebido por rata/dia.
De acuerdo a dicho estudio, el volumen promedio de agua consumido por dia respecto al peso promedio de las
ratas (240 g) fue aproximadamente de 30 mL. Posteriormente, el calculo de la cantidad de EST a disolver en el
agua de beber se realizdé tomando en consideracion la determinacion de fenoles totales descrita en la seccion

3.2.4.1. A continuacién se da un ejemplo de estos célculos:

20



» Si se requiere preparar una solucién con EST para administrar una dosis de 100 mg FT/Kg/dia a

5 ratas acomodadas en un jaula durante 3 dias:

Jaula con 5 ratas Peso promedio por rata: 126.03 g equivalente a 0.126 Kg.
Dosis: 100 mg FT ----- Kg/dia
x=12.603 mg FT 0.126 Kg
Por tanto se requeriran: 12.603 mg FT por rata/dia
63.015 mg FT para 5 ratas/dia
189.045 mg FT para 5 ratas y para 3 dias

Volumen promedio consumido por rata/dia: 30 mL

Volumen que consumiran las 5 ratas durante 3 dias: 450 mL

Para agregar 189.045 mg FT en 450 mL de agua debe tomarse en cuenta la cantidad de fenoles totales
que contiene el EST:

De acuerdo a la determinacion de fenoles totales el EST contiene 1.082 mg FT/mg EST, entonces,
189.05 mg FT equivalen a 174.72 mg de EST 6 0.175 g de EST.

Seria necesario pesar 0.175 g EST y disolverlos en 450 mL de agua para que 5 ratas que estan en

la misma jaulay cuyo peso promedio es de 126.03 g, reciban una dosis de 100 mg FT/Kg/dia.

Tabla 4. Grupos experimentales para la eleccion de la dosis de EST a utilizar.

|  Grupo No. de animales | Tratamiento
Control 5 Vehiculos
100EST 5 Extracto de semillas de tamarindo via oral durante 16 dias
(100 mg de fenoles totales/Kg/dia)
150EST 5 Extracto de semillas de tamarindo via oral durante 16 dias
(150 mg de fenoles totales/Kg/dia)
FeNTA 5 FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg) 1 hora antes del sacrificio
Extracto de semillas de tamarindo via oral durante 16 dias
50EST+F 5 (50 mg de fenoles totales/Kg/dia)
+
FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg) 1 hora antes del sacrificio
Extracto de semillas de tamarindo via oral durante 16 dias
100EST+F 5 (100 mg de fenoles totales/Kg/dia)
+
FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg) 1 hora antes del sacrificio
Extracto de semillas de tamarindo via oral durante 16 dias
150EST+F 5 (150 mg de fenoles totales/Kg/dia)
+
FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg) 1 hora antes del sacrificio

Al término de los tratamientos descritos en la tabla 4, las ratas se sacrificaron por decapitacién una hora

después de la administracion de FeNTA, tiempo en el que se observa mayor estrés oxidante de acuerdo a
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estudios realizados por Cruz (2007) y Torres (2007). Posteriormente se evalud el dafio oxidante en rifidn
mediante las determinaciones de peroxidacion lipidica, proteinas oxidadas y niveles de perdxido de hidrégeno.
La selecciéon de la dosis de fenoles totales de EST a utilizar en el desarrollo de cancer renal se baso en la

capacidad de ésta para disminuir el estrés oxidante provocado por FeNTA.

3.1.3 Desarrollo de cancer renal inducido con nitrilotriacetato de hierro (FeENTA)

En la literatura se han reportado dos esquemas de tratamiento para el desarrollo de cancer renal. Uno
de ellos consiste en la administracion de FENTA a una dosis de 9 mg Fe/Kg dos veces a la semana durante 16
semanas (Jahangir et al., 2006; Khan, et al., 2005), que fue el esquema que se eligié para la realizacion del
protocolo | por ser el reportado con mayor frecuencia. El otro esquema consistié en la administracion de dosis
bajas desde 3 0 5 mg Fe/Kg hasta llegar a la dosis de 9 mg Fe/Kg dos veces por semana, que fue el esquema

utilizado en el protocolo Il (Athar, et al., 1998).

> Protocolo |

En la tabla 5 se describen los diferentes tratamientos que recibieron los grupos estudiados. En cada
grupo de estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (106-112g) las cuales se alimentaron con dieta
estandar y agua ad libitum. El EST se disolvié en el agua de beber de acuerdo a la dosis seleccionada en la
prueba piloto (100 mg de fenoles totales/Kg/dia) y se administré desde 16 dias previos a la administracién de la
N-dietilnitrosamina (200 mg/Kg) y durante todo el protocolo (Figura 14). La N-dietilnitrosamina se utiliz6 como
iniciador ya que se ha visto que se requiere menor tiempo de tratamiento para inducir cancer y aumenta el
numero de animales con CCR. Posteriormente se siguié el esquema de exposicion a FeNTA reportado en la
literatura en donde se indica que diez dias después de la administracion de DEN se comienza el tratamiento
intraperitoneal con el carcinbgeno (FeENTA) a una dosis de 9 mg Fe/Kg 2 veces a la semana durante 16
semanas (Jahangir, et al., 2006; Khan, et al., 2005).

Tabla 5. Grupos de estudio del protocolo I.
Grupo No. de animales \ Esquema de tratamiento

Control 10 Vehiculos

Extracto de semillas de tamarindo (100 mg de fenoles

EST 10 totales/Kg/dia)

DEN 10 Administracion unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200 mg/Kg)

Administracion Unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200 mg/Kg)
DEN+FeNTA 25 +
FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg)

Extracto de semillas de tamarindo (100 mg de fenoles
totales/Kg/dia)
+
Administracién unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200 mg/Kg)
+

FeNTA i.p. (9 mg Fe/Kg)

EST+DEN+FeNTA 25
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Las ratas se sacrifican por decapitacion 8 semanas después de haber terminado el esquema de tratamiento con
FeNTA (24 semanas después de la iniciacion de la administracion del FENTA en los grupos de estudio
respectivos). En el presente trabajo también se planeé la determinacion de marcadores de funcién renal ya que
se sabe que el FeNTA puede inducir insuficiencia renal aguda (Okada, 1982), entonces, para comprobar que se
estuviera desarrollando un modelo de carcinogénesis renal y no un modelo de insuficiencia renal se tomaron

muestras de suero y orina periédicamente en 5 ratas de cada grupo estudiado.

Término del
Comienza la Administracion anica de Comienza la admini stracion de Término d prnt?qu: de .
administracion de  DEN niciador) 200mghg  FeNTA (9mg Felg) 2veces a e e et
EST{100mg FTMg) la semana durante 16 semanas administracion  Sacrificio de

de FeNTA las mtas

J. Adminisiracion del exiracto de semillas de T_sodica (EST 100 mg FTIh

B -30 25 20 10 -5 0 k|| 60 112 197
i - r H—F’

Dias Periodo sin
Periodo de T T tratamiento
adaptacion con FeNTA
@ Toma de muestras v Toma de muestras ] Toma de muestras T

de sangre ¥ orina de sangre ¥ orina de sangre ¥ orina L. .

antes de la antes de la hasta el termino :i“hma nhtenf:mn de muestras
. . . . . e SUEro ¥ orina y muestras
administracion de administracion de del estudio de tejido (rikon)
DEN FeNTA )

Figura 14. Disefio experimental para el protocolo I.

» Protocolo Il

Por los resultados obtenidos con el esquema de tratamiento del Protocolo | (seccion 4.4), se decidio
seguir el otro esquema reportado en la literatura con algunas modificaciones (Athar, et al., 1998; Takizawa, et
al., 2004). Este protocolo, incluyé los tratamientos descritos en la Tabla 6. En cada grupo de estudio se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (70-80 g) con alimentacién en base a una dieta estandar y agua ad
libitum. Para este protocolo se habia decidido incluir nuevamente grupos de tratamiento con FeNTA a dosis fijas
de 9 mg Fe/Kg (grupos DEN+FeNTA fijo y EST+DEN+FeNTA fijo) para corroborar los resultados del protocolo |,
sin embargo, se comenzd con dosis mas bajas de FeNTA por la alta mortalidad presentada otra vez en un
grupo piloto tratado con dosis de 9 mg Fe/Kg (datos no mostrados). La dosis inicial de FeNTA de 7 mg Fe/Kg (la
cual se tenia planeado administrar durante todo el protocolo) atn fue muy alta, por lo que se fue cambiando en
funcion del comportamiento de peso corporal, apariencia general y mortalidad presentada en los animales de

experimentacion hasta llegar a la dosis de 9 mg Fe/Kg de acuerdo al esquema presentado en la figura 15.

En este protocolo también se incluyé un esquema diferente de exposicion a FeNTA, donde se
administré una dosis inicial de 3 mg Fe/Kg que se fue aumentando de manera gradual hasta llegar a la dosis de
9 mg Fe/Kg (grupos FeNTA gradual, DEN+FeNTA gradual, EST+DEN+FeNTA gradual). En este esquema de

tratamiento se llegd a la dosis de 9 mg Fe/Kg algunas semanas después de lo planteado, ya que, al igual que
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en los tratamientos con FeNTA fijo, se tuvo el cuidado de disminuir un poco la dosis en funcion de la mortalidad
presentada y el estado general de los animales en los grupos de estudio (Figura 16).

Tabla 6. Grupos de estudio del protocolo |I.

Grupo N.o. de Esquema de tratamiento
animales

Control 6 Vehiculos

EST 5 Extracto de semillas de tamarindo (100 mg de fenoles
totales/Kg/dia) 16 dias antes y durante todo el estudio

Administracion unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200
mg/Kg) al mismo tiempo que los otros grupos tratados
con DEN
Administracion unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200
mg/Kg) 14 dias antes de la administracion del FeNTA

DEN+FeNTA fijo 15 +
FeNTA i.p. (7 mg Fe/Kg) 2 veces a la semana durante 16
semanas
Extracto de semillas de tamarindo (100 mg de fenoles
totales/Kg/dia) 16 dias antes y durante todo el estudio
+
15 Administracién unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200
mg/Kg) 10 dias antes de la administracion del FeNTA
+
FeNTA i.p. (7 mg Fe/Kg) 2 veces a la semana durante 16
semanas

DEN 5

EST+DEN+FeNTA
fijo

FeNTA gradual 8 FeNTA i.p. (Dosis gradual* mg Fe/Kg) 2 veces a la

semana durante 16 semanas
Administracién unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200

mg/Kg) 14 dias antes de la administracién del FeNTA
DEN+FeNTA 24 +

gradual FeNTA i.p. (Dosis gradual* mg Fe/Kg) 2 veces a la
semana durante 16 semanas

Extracto de semillas de tamarindo (100 mg de fenoles
totales/Kg/dia) 16 dias antes y durante todo el estudio
+

Administracién unica de N-dietilnitrosamina i.p. (200
EST+DEN+FeNTA 24 mg/Kg) 14 dias antes de la administracion del FeNTA
gradual +
FeNTA i.p. (Dosis gradual* mg Fe/Kg) 2 veces a la
semana durante 16 semanas

*Véase esquema de la figura 16.
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Figura 15. Esquema de administracién de FENTA para los grupos de tratamiento con DEN+FENTA fijo y
EST+DEN+FeNTA fijo en funcién de los decesos ocurridos durante el protocolo Il. Los nimeros dentro del
recuadro representan los decesos ocurridos en la semana de tratamiento correspondiente.

Figura 16. Esquema de administracion de FeNTA para los grupos de tratamiento con DEN+FENTA gradual
y EST+DEN+FeNTA gradual del protocolo Il. Los numeros dentro del recuadro representan los decesos
ocurridos en la semana de tratamiento correspondiente.

Durante el desarrollo de este protocolo se obtuvieron muestras de suero y orina (4-6 ratas por grupo de
estudio) para determinar marcadores de funcion renal (Hermmans, et al., 1998). Las ratas se sacrificaron por
decapitaciéon 16 semanas después de haber terminado el esquema de tratamiento con FENTA (32 semanas
después de la iniciacidon de la administracion del FENTA en los grupos de estudio respectivos), y los rifiones se
extrajeron para determinar marcadores de estrés oxidante y para los analisis histolégicos por tincion con

hematoxilina-eosina.
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3. 1. 4 Determinaciéon de marcadores de funcion renal

Los rifiones estan involucrados en diversas funciones criticas del organismo como son la regulacién del
volumen de fluidos, electrolitos y estado acido-base, asi como en la eliminacién de productos de desecho. Una
de las consecuencias mas comunes en la alteracién en la funcién renal es la excrecion inadecuada de diversos
metabolitos, asi como la pérdida anormal de proteinas. Con base en esto, durante los protocolos de induccién
de CCR con FeNTA se decidié6 medir nitrégeno ureico sanguineo (BUN por sus siglas en inglés), creatinina en
suero y proteinuria como marcadores de funcién renal bajo los procedimientos descritos en la metodologia
(secciones 3.2.6.1 a 3.2.6.3).

3. 1. 5 Determinaciéon de marcadores de estrés oxidante en rifion

Las determinaciones que se consideraron para evaluar el estrés oxidante fueron la cuantificacion de
peroxido de hidrégeno, la peroxidacion lipidica y el dafio oxidante a proteinas en el tejido renal al final de cada
protocolo. Asi mismo, se realizé la determinacion de lipoperoxidacion en suero una hora después de la
administracion de FeNTA para comprobar el estrés oxidante inducido por este carcindégeno en los protocolos
cronicos. La cuantificacion de perdxido de hidrégeno se llevo a cabo mediante el método de naranja de xilenol-
hierro®* (FOX) descrito en la seccién 3.2.5.2, el dafio oxidante a proteinas se determind mediante la
cuantificacion de grupos carbonilo (seccién 3.2.5.3) y el dafio oxidante a lipidos mediante la determinacién de

malondialdehido (seccion 3.2.5.1).

3.1.6 Determinacion de la funcién de supervivencia

El parametro que representa la probabilidad que tiene un individuo dentro de una poblacién para
sobrevivir en funcién del tiempo es la funcién de supervivencia estimada S(t), la cual también puede utilizarse
como una medida de la fraccion de los individuos vivos en un periodo de tiempo determinado después de un
tratamiento. En términos matematicos, la funcién de supervivencia estimada esta definida como la fraccion de

individuos que estan vivos en un tiempo dado y los individuos que estan vivos en un tiempo 0:

S (t)= Numero de individuos que sobreviven después de un tiempo t

Numero total de individuos en una poblacion

La supervivencia estimada durante el protocolo de desarrollo de cancer renal se calculdé de acuerdo al
método de Kaplan-Meier, el cual consiste en obtener el producto de las fracciones de individuos vivos con
respecto al numero total de individuos en el tiempo en que algunos individuos mueren, mediante la siguiente

formula:
n — di
S(t;) =n| ——
donde:
n; = nimero de individuos vivos antes del tiempo t
d;= numero de muertes que ocurrieron en el tiempo t;

IT = Producto de todos los tiempos, t;, en el que las muertes ocurren después e incluyendo el tiempo t;.
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La grafica de supervivencia se obtiene calculando el producto limite estimado Kaplan-Meier en funcién
del tiempo. Ejemplo: Grupo DEN+FeNTA gradual (Dia 4)
ni = 25 ratas (Dia 0) d; = 13 ratas (Dia 1) S(t;) = ”L 25—13}(12—9
n; = 12 ratas (Dia 3) d,= 9 ratas (Dia 4) 25 12

Fraccion viva justo antes del dia 4 y que sobrevivié después del dia4 = 0.12

]=0.12

El tiempo de supervivencia medio, definido como el tiempo en el cual la mitad de la poblacién esta viva
y la mitad muerta, se obtuvo encontrando el tiempo de supervivencia mas pequefio observado para el cual la
funcién de supervivencia estimada S(t) es menor a 0.5 para cada grupo de estudio. Posteriormente, los tiempos

de supervivencia se compararon usando la prueba log-rank.

3.1.7 Analisis histolégicos

Los analisis histolégicos se realizaron en un nimero representativo de muestras de tejido renal por cada
grupo de estudio del protocolo Il. El subtipo histolégico de CCR inducido por FENTA se determiné de acuerdo a
la morfologia presentada en las células tumorales tefiidas con hematoxilina-eosina (Mancini et al., 2008; WHO,
2004) y el grado de avance del tumor se evalu6 utilizando el sistema de grado nuclear Fuhrman (Fuhrman, et
al., 1982; Skinner, 1971; Thomas et al., 2008) descrito en la figura 17. Asi mismo, los analisis histolégicos nos

permitieron determinar el efecto del tratamiento con EST sobre el desarrollo de CCR.

Grado nuclear Fuhrman

Grado 1 Grado 2
Ndcleo redondo y uniforme (~10 pm), con Nucleo ligeramente irregular (~15 um)
nucléolo inconspicuo o ausente con nucléolo evidente
Grado 3 Grado 4
Nucleo muy irregular (~20 um) con nuciéolo Nticleo bizarro y multilobulado (> 20 um) con
grande y prominente nucléolo prominente y cromatina condensada

Figura 17. Clasificacién Fuhrman basada en la morfologia del nucleo y en la presencia del nucléolo. Fotomicrografias de
ccCCR tefiidas con hematoxilina-eosina (10X) (Thomas, et al., 2008).
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Preparacion del extracto de pericarpio de Tamarindus indica L.

Cien gramos de pulpa de tamarindo se someten a maceracion durante 3 dias en 400 mL de etanol al
70% a 4°C. El extracto resultante se filtra a través de un cedazo y se concentra al vacio hasta la evaporacién
completa del etanol. Posteriormente se centrifuga a 12000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente

para remover los restos de grasa, y el extracto acuoso resultante se almacena a 4°C.

3.2.2 Preparacion del extracto etandlico al 70% y extracto etandlico anhidro a partir de la cascara de
semillas de Tamarindus indica L.

Veinticinco gramos de cascara de semillas de tamarindo se someten a maceracion durante 24 horas en
500 mL de etanol anhidro o etanol al 70% a temperatura ambiente. El extracto liquido resultante se separa de
las semillas por decantacion y se almacena a 4°C.

3.2.3 Preparacion del extracto en polvo a partir de la cascara de semillas de Tamarindus indica L (EST).

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

3.2.4 Analisis de los extractos del pericarpio y semilla de Tamarindus indica L.

3.2.4.1 Cuantificacion de fenoles totales

» Fundamento
Los compuestos polifendlicos son parte integral en la dieta de los humanos, se distribuyen en las
plantas y pueden ser desde moléculas sencillas hasta compuestos altamente polimerizados. En la técnica de
Folin Ciocalteau los fenoles se oxidan por el reactivo de Folin, el cual esta formado por una mezcla de acido
fosfotungstico y acido fosfomolibdico, los cuales se reducen por accion de los fenoles, formando una mezcla de

oxidos azules de tungsteno y molibdeno que puede leerse espectrofotométricamente a 765 nm (Soares, 2006).
» Preparacion de las muestras
Las diluciones de los diferentes extractos polifendlicos en agua se muestran en la tabla 7:

Tabla 7. Diluciones del extracto polifendlico en la determinacién de fenoles totales.
Diluciones Extracto polifenélico (uL) Agua (uL)

1:10 100 900
1:20 50 950
1:50 20 980
1:75 10 740
1:100 10 990
1:125 8 992
1:200 5 995
1:250 4 996
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Para la determinacion de fenoles totales de los EST subsecuentes, las diluciones se realizan a partir de
una solucién “stock” de concentracién alta (solucién “stock” 1) y otra con concentracion baja (solucion “stock” 2).
La preparacion de estas dos soluciones “stock” permite cuantificar de manera confiable la concentracién de

fenoles totales presentes en los extractos.

= Solucién stock 1 de EST.
0.015g de polvo de extracto se disuelven en 5 mL de agua y realizan las diluciones de la tabla 8.

Tabla 8. Diluciones de la solucion stock 1 de EST.

Dilucion EST(uL)
1:20 50 950
1:50 20 980
1:100 10 990

= Solucién stock 2 de EST.
0.08g de polvo de extracto se disuelven en 5 mL de agua y se realizan las diluciones de la tabla 9.

Tabla 9. Diluciones de la solucién stock 2 de EST.
Dilucién EST (uL) \ Agua(pl)

1:100 10 990
1:200 5 995
1:250 4 996

» Procedimiento
A 50 uL de estandar de acido galico (10mg/mL) o de las diluciones del extracto preparadas de acuerdo
a las tablas 7, 8 0 9 se les agregan 400 uL de carbonato de sodio 1M y 500 uL de Folin 2N (1:10). Las lecturas
se realizan en un espectrofotdmetro a 765 nm 15 minutos después de adicionar el Folin. La concentracién de
fenoles totales del extracto se calcula interpolando la absorbancia obtenida de cada dilucion en la curva patrén
de acido galico que se describe en la tabla 10, y los resultados se expresan en miligramos de fenoles totales

por mL o g de extracto.

Tabla 10. Concentraciones de acido galico de la curva patrén para la cuantificacion de fenoles totales.

\ Acido galico [pg/mL] uL de estandar mL H20 destilada
50 5 995
100 10 990
150 15 985
200 20 980
250 25 975

3.2.4.2 Inactivacién del radical superdxido

» Fundamento
La inactivacion del radical superoxido se mide indirectamente gracias a la capacidad del antioxidante
para evitar la reduccién del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los radicales superéxido generados in vitro en el
sistema de la xantina-xantina oxidasa (Figura 18). La reducciéon de NBT por efecto del radical superéxido se
determina por la formacion de formazan el cual puede medirse espectrofotométricamente a 560 nm (Parejo et
al., 2002).
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Figura 18. Fundamento para la determinacion del radical superéxido y evaluacion de la capacidad antioxidante de los
extractos de Tamarindus indica L.

» Preparacion de las muestras
Las diluciones del extracto polifendlico se realizan en agua como se indica en la tabla 11 a partir de las
soluciones “stock” mencionadas en la seccion 3.2.4.1. La preparacion de estas dos soluciones “stock” permite
cubrir todo el rango para expresar el porcentaje de inactivacion del radical superdxido en funcion de

concentracion de fenoles totales presentes en los extractos.

Tabla 11. Diluciones del extracto polifendlico en la determinacion de inactivacién del radical superéxido.

\ Diluciones \ Agua (pL) Extracto polifendlico (pL)

1:50 1960 40

1:75 1480 20

1:100 1000 1000 de 1:50
1:150 1000 1000 de 1:75
1:200 1000 1000 de 1:100
1:250 1494 6

1:300 1000 1000 de 1:150
1:400 1000 1000 de 1:200
1:500 500 500 de 1:250
1:600 500 500 de 1:300

» Procedimiento
Por cada determinacién se agregan 815 uL de la mezcla de reaccion (ver apéndice) y se afaden los
reactivos en la forma como se indica en la tabla 12 preparando un C-100%*, un blanco problema y un problema
por cada dilucién de extracto polifendlico. El tiempo de incubacion se contabiliza desde que se agregan los

reactivos de manera simultanea en el primer tubo. Los tubos se incuban 15 min en un bafio a 27°C, y la
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reaccion se detiene con 330 uL de cloruro de cobre. La cuantificacion se realiza espectrofotométricamente a
560 nm y los resultados se expresan como porcentaje de inactivacion del radical superéxido en funcién de la

cantidad de fenoles totales presentes en los 165 pL de muestra para cada una de las diluciones utilizadas.

Tabla 12. Reactivos adicionados para cada dilucién de extracto polifendlico en la determinacion de la capacidad de

inactivacion del radical superéxido.
165 uL amortiguador 165 pL dilucion 165 pL dilucion
de fosfatos extracto polifendlico extracto polifendlico
20 pL amortiguador
de fosfatos
*C 100%: Cantidad total del radical superdxido generada por el sistema xantina-xantina oxidasa.

20 pL xantina oxidasa 20 plL xantina oxidasa

3.2.5 Determinacion de estrés oxidante

3.2.5.1 Evaluacion de la peroxidacion lipidica

» Fundamento

Los componentes lipidicos de las membranas celulares son vulnerables a la oxidacién debido a la
presencia de dobles enlaces en sus estructuras. El ataque de los radicales libres a estos compuestos conducen
a la formacioén de hidroperoxidos en los lipidos, lo cual puede dar como resultado cambios en la permeabilidad
de las membranas y alterar la interaccion lipido-proteina. El dafio oxidante a lipidos puede determinarse
midiendo los productos finales de la lipoperoxidacién. Uno de los productos de reaccion clasicos de este
mecanismo es el malondialdehido (MDA), el cual reacciona con el N-metil-2-fenilindol en medio acido a 45°C
generando un compuesto colorido que puede medirse espectrofotométricamente a 586 nm (Gérard-Monnier et
al., 1998).

» Preparacion de las muestras
Para este ensayo, la preparacion de los homogenados de corteza renal se realiza en el momento del
sacrificio de los animales. El rifidn extraido se lava rapidamente en solucion salina isotonica estéril en bafio de
hielo, se separan aproximadamente 300 mg de corteza y se homogenizan en 3 mL de amortiguador de fosfatos
(20 mM, pH: 7.4, en bafo de hielo). El homogenado resultante se congela a —80°C en alicuotas de 1 mL hasta

la realizacidon de la determinacion.

Las muestras de sangre se obtienen mediante puncién retro-orbital. Para ello, las ratas se anestesian
previamente con éter colocandolas en una camara en la que inhalan el anestésico, se colocan sobre una
superficie sdélida y se introduce un capilar (tubo de hematocrito) no heparinizado justo detras del ojo y la
muestra de sangre (aproximadamente 1 mL) se recolecta por capilaridad en un tubo. Minutos después de la
formacion del coagulo, la muestra de sangre se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El suero obtenido bajo este procedimiento se separa en alicuotas de 200 uL, las cuales se

almacenan a —80°C hasta su uso.
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» Procedimiento

El dia del ensayo, una alicuota de cada muestra de homogenado se descongela y se centrifuga a 3000
rom a 4°C por 10 min. El sobrenadante obtenido se separa y se realizan las diluciones convenientes para que el
valor obtenido de absorbancia pueda interpolarse en la curva patron de tetrametoxipropano (TMPO).
Posteriormente, a 200 uL de homogenado o 160 uL de suero de cada una de las muestras se les agrega 650
uL de mezcla 1-metil-2-fenilindol/metanol 10 mM y 150 uL de HCI (37%). Los tubos se incuban en un bafio a
45°C durante 1 hora y se centrifugan a 10000 rpm durante 10 min para obtener un sobrenadante claro que se
lee a 586 nm. La concentracion de proteinas de las alicuotas se cuantifica mediante el método de Lowry que se
describe mas adelante (Lowry et al., 1951). La concentracién de MDA presente en las muestras se calcula
interpolando la absorbancia obtenida en la curva patréon de TMPO (Tabla 13), y los resultados se expresan en

nmol de MDA por miligramo de proteina.

Tabla 13. Concentraciones de tetrametoxipropano de la curva patrén para la cuantificacion de MDA presente en las

muestras.
TMPO [uM uL de estandar (TMPO 20 uM) L H,O destilada
Blanco 0 200
0.5 25 175
1.0 50 150
2.0 100 100
3.0 150 50
4.0 200 0

3.2.5.2 Cuantificacion de perdxido de hidrogeno

» Fundamento
Esta determinacion esta basada en la oxidacion de Fe** a Fe®" por el peroxido de hidrogeno en
condiciones acidas. El i6n férrico se une al naranja de xilenol (3.3"-bis[N,N-di(carboximetil)-aminometil]-o-
cresolsulfona-fenolftaleina, sal sddica) para formar un complejo estable colorido que puede medirse

espectrofotométricamente a 560 nm (Long, et al., 1999).

» Preparacion de las muestras
El rifdn extraido en el momento del sacrificio se lava en solucién isotonica estéril (en bafio de hielo), se
separan aproximadamente 100 mg de corteza y se homogenizan en 900 uL de amortiguador de fosfatos (100
mM, pH: 7.4, en bafio de hielo). El homogenado resultante se centrifuga a 15000 rpm, a 4°C durante 20 min, se

separa el sobrenadante y se congela a —80°C en alicuotas no menores de 200 pulL.

» Procedimiento
El dia del ensayo, una alicuota de cada muestra se descongela y se colocan 90 uL de muestra de tejido
o del estandar de perdxido de hidrégeno 100uM en los tubos de reaccion. Posteriormente, se agregan 900 pL
del reactivo de FOX (ver apéndice) y 10 uL de metanol de manera simultanea a las muestras y a los
estadndares, e inmediatamente después de la adicién de los reactivos, se agita y se incuba durante 30 min a

temperatura ambiente. Después de este tiempo, sdlo los tubos de las muestras se centrifugan a 10000 rpm por
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10 min, y las lecturas de todos los tubos se realizan en un espectrofotdmetro a 586 nm. La concentraciéon de
peréxido de hidrégeno se calcula interpolando la absorbancia obtenida de cada dilucién en la curva patron de
peroxido de hidrégeno descrita en la tabla 14, la concentracion de proteinas totales se cuantifica mediante el
método de Lowry (Lowry, et al.,1951) y los resultados se expresan en nmol de perdxido de hidrégeno por mg de
proteina.

Tabla 14. Concentraciones de peroxido de hidrégeno de la curva patron para la cuantificacion de esta molécula en muestras
de tejido renal mediante el método de FOX.

Blanco 0 1000
2.5 25 975
5.0 50 950
10.0 100 900

25.0 250 750
50.0 500 500
75.0 750 250

3.2.5.3 Cuantificacién de proteinas oxidadas

» Fundamento
Las especies reactivas de oxigeno reaccionan con las proteinas convirtiendo algunos aminoacidos en
derivados carbonilo, los cuales también pueden originarse por rompimiento de enlaces peptidicos o por
interaccién de cadenas laterales de algunos aminoacidos (grupos sulfihidrilo e imidazol) con productos de la
peroxidacion lipidica. Esta determinacion de dafio por oxidacion a proteinas se lleva a cabo basandose en la
reactividad de los grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas de proteina, las

cuales absorben a una longitud de onda de 370 nm (Nystrédm, et al., 2005).

» Preparacion de las muestras
En el momento del sacrificio de los animales, el riidn se lava en solucién salina isoténica estéril (en
bafio de hielo), se separan fragmentos de aproximadamente 100 mg de corteza, se congelan rapidamente en
nitrégeno liquido y se almacenan a —80°C. La preparacion de los homogenados se realiza el dia anterior al
ensayo colocando 100 mg de tejido de cada muestra en 900 uL de amortiguador de fosfatos (50 mM, pH: 7.4,
en bafio de hielo) con inhibidores de proteasas, EDTA 1mM y Tritdon 0.1%. Los homogenados resultantes se
centrifugan a 15300 rpm a 4°C durante 20 minutos y posteriormente se tratan con sulfato de estreptomicina al

10% durante 12 horas, colocando 200 uL del antibiético mas 600 uL del homogenado.
» Procedimiento

Las muestras tratadas con sulfato de estreptomicina se centrifugan a 5000 rpm a 4°C durante 10

minutos y se hace un blanco y un problema por muestra (Tabla 15).
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Tabla 15. Reactivos que deben agregarse a las muestras problema y blanco para la determinaciéon de carbonilos en las
proteinas.

\ Blanco 7 Problema
150 pL homogenado 150 pL homogenado
600 uL HCI 2.5 M 600 uL DNPH 10 mM

Después de agregar los reactivos citados en la tabla 15, las muestras problema y blanco se incuban
durante 1 hora a temperatura ambiente protegidas de la luz. Durante esa hora, todos los tubos se agitan cada
15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionan 750 pL de acido tricloroacético (TCA) al
20%, se incuban todas las muestras a 4°C durante 10 min y se centrifugan a 5000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante obtenido se descarta y se resuspende el botén con 600 uL de TCA al 10%. Se centrifuga a 5000
rom durante 10 min a 4°C, se descarta el sobrenadante y se realizan 3 lavados con 600 uL de mezcla
etanol/acetato de etilo (1:1), centrifugando en cada lavado a 7000 rpm durante 15 min. En el ultimo lavado se
deja que la mezcla de etanol/acetato de etilo (1:1) se evapore y se resuspende el boton con 1 mL de guanidina
6M. La concentracion de carbonilos se determina restando la absorbancia de las muestras problema y los tubos
blanco a 370 nm y multiplicando por el factor 45.45 obtenido a partir del coeficiente de extincion molar del
DNPH. La concentracion de proteinas en las muestras se calcula por interpolacién de las absorbancias
obtenidas en los tubos blanco a 280 nm en una curva patrén de albumina (Tabla 16). Los resultados se

expresan en nmol de carbonilos por miligramo de proteina.

Tabla 16. Concentraciones de albumina sérica bovina para la obtencion de la curva patron para la cuantificacion de
proteinas totales.

ASB[mg/mL] pL de ABS (4mg ABS/mL pL Guanidina
de guanidina)
0.25 65 935
0.5 125 875
1.0 250 750
2.0 500 500

3.2.6 Determinacion de la funcion renal

3.2.6.1 Cuantificacion de creatinina

La creatinina es un producto de desecho de la creatina del musculo, la velocidad de produccion de
creatinina estéa relacionada con la actividad y la masa muscular, asi como de la ingesta total de proteinas. Este
metabolito es ampliamente aceptado como una medida de la tasa de filtracion glomerular, se excreta por
filtracidn a través del glomérulo y en menor proporcién por secrecién tubular. Los niveles altos de creatinina son
indicativos de que existe una patologia renal. Un dafio en el aparato de filtracién glomerular conduce a una
disminucién de la tasa de filtracion glomerular provocando una acumulacién importante de este producto de

desecho.

» Fundamento
Esta determinacion esta basada en la reaccion de la creatinina con el picrato alcalino para formar un

complejo estable colorido que puede medirse espectrofotométricamente a 510 nm. El desarrollo del color es
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proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra (Murray, 1984). Esta determinaciéon se hizo

utilizando un estuche comercial Creatinine-J, Spinreact® (Espafia).

» Preparacion de las muestras
Las muestras de sangre se recolectaron siguiendo el mismo procedimiento descrito en la preparacion

de las muestras en la seccién 3.2.5.1.

» Procedimiento
La determinacién de creatinina se realiza segun las instrucciones del fabricante. El reactivo de trabajo
se prepara mezclando volumenes iguales de una solucién de acido picrico 17.5 mM con una de hidréxido de
sodio 0.29 M. 50 uL de muestra o estandar de creatinina se colocan en tubo de reaccién que contiene 500uL
del reactivo de trabajo, el crondmetro se pone en marcha en el momento de adicionar la muestra y se lee la

absorbancia a 492 nm a los 30 y 90 segundos de la adicién de la muestra.

La concentracion de creatinina en la muestra se calcula dividiendo la AA de la muestra entre la AA del
patron primario, este resultado se multiplica por la concentracion del estandar de creatinina (2mg/dL) y los
valores se expresan en mg de creatinina/dL. El intervalo de valores de referencia de creatinina en sangre en
ratas es: 0.39-2.29 mg/dL (Krinke, et al., 2000).

3.2.6.2 Cuantificacion de nitrégeno ureico sanguineo

La urea es un producto final del metabolismo de las proteinas y es excretada por el rifdn. El nitrégeno
ureico sanguineo es inversamente proporcional a la tasa de excrecion de urea, por lo que su acumulaciéon en
sangre nos indica que la urea no es excretada de manera eficiente y por tanto también es indicativo de

insuficiencia renal.

» Fundamento
La urea presente en la muestra reacciona con el o-ftalaldehido en medio acido originando un
compuesto colorido —isoindolina- que puede leerse espectrofotométricamente a 510 nm. La intensidad de color
producido es directamente proporcional a la cantidad de urea presente en la muestra (Kaplan, 1984). Esta

determinacion se hizo utilizando un estuche comercial Urea-37, Spinreact® (Espafa).

» Preparacion de las muestras

Las muestras de sangre se recolectan siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccién 3.2.5.1.

» Procedimiento
La técnica se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. 25 uL de muestra o patrén primario se
colocan en tubo de reaccion que contiene 500uL de o-ftaladehido 4.8 mM; inmediatamente después se agregan
500 uL de la solucién de borato 87 mM, se agita la mezcla de reaccién y se incuba durante 15 minutos a 37°C.

Una vez transcurrido este tiempo se lee la absorbanciaa 510 nm.
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La concentracién de urea en la muestra se calcula dividiendo la absorbancia de la muestra entre la
absorbancia del patron primario, y este resultado se multiplica por la concentracion del estandar de urea
(50mg/dL). Para obtener la concentracién de nitrégeno ureico sanguineo, el valor obtenido en mg de urea/dL se
divide entre el factor 2.14. Este factor esta basado en la relacion del peso molecular de la urea (60g/mol) y el
peso molecular del nUmero de nitrégenos presentes en la molécula de urea (28g/mol). El intervalo de valores de

referencia de nitrégeno ureico sanguineo en ratas es de 12.0-25.8 mg/dL (Krinke, et al., 2000).

3.2.6.3 Cuantificacion de proteinas totales en orina

La cuantificacién de proteinas totales en orina se realizé6 mediante la determinacién de proteinas totales por

el método de Lowry (Lowry et al., 1951) descrita en la seccion 3.2.7.

» Preparacion de la muestra
Para la obtencién de las muestras de orina las ratas se colocan en jaulas metabdlicas y se recolecta la
orina durante 24 horas, se mide el volumen de la orina y se centrifuga a 3000 rpm durante 10 min a 4°C; el

sobrenadante se separa en 3 alicuotas de 1 mL y se almacenan a —80°C.

» Procedimiento

El dia del ensayo, las muestras de orina se descongelan, se toman 200 uL de cada muestra y se afiade
1 mL de acido tricloroacético (TCA) al 10%; posteriormente se agitan en un vortex, se centrifugan a 2500 rpm
durante 20 minutos a temperatura ambiente, se desecha el sobrenadante por decantacién y se agrega TCA al
10% nuevamente al precipitado. El proceso anterior se repite hasta que la soluciéon con TCA tenga un aspecto
transparente. El precipitado se resuspende en 1 mL de NaOH 0.1 M o en el volumen requerido para que el valor
obtenido de absorbancia (una vez realizada la cuantificacién de proteinas totales descrita en la seccién 3.2.7),
pueda interpolarse en la curva estdndar de albumina sérica bovina (Tabla 17). El valor de proteinas totales en

las muestras de orina (mg/mL de orina) se multiplica por el volumen de orina (mL) excretado en 24 horas.

3.2.7 Cuantificacion de proteinas totales
» Fundamento
Los enlaces peptidicos forman un complejo con el sulfato de cobre en condiciones alcalinas el cual
reacciona con el reactivo de Folin para formar un compuesto colorido que puede medirse

espectrofotométricamente a 660 nm (Lowry et al.,1951).

» Preparacion de la muestra
La preparacion de las muestras se realiza conforme a cada metodologia utilizada (peroxidacion lipidica,
proteinas oxidadas, peroxido de hidréogeno y proteinas totales en orina) y se realizan las diluciones adecuadas

para el ensayo.

> Procedimiento

En el ensayo se colocan 200 uL de muestra de homogenado de tejido, precipitado urinario (seccion
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3.2.6.3) o estandar de albumina sérica bovina al 0.05% por cada tubo. Posteriormente se adiciona a todas las
muestras 1 mL de la solucion C (ver apéndice), se incuba durante 10 minutos y se agrega 100 pL de la solucién
D con agitacion simultanea. La absorbancia de las muestras se obtiene espectrofotométricamente a 660 nm 30
minutos después de la adicién de la solucién D. La concentraciéon de proteinas totales se calcula interpolando la
absorbancia obtenida en la curva patrén de albumina sérica bovina (Tabla 17), y los resultados se expresan en
mg de proteina/mL de muestra.

Tabla 17. Concentraciones de albimina sérica bovina al 0.05% de la curva patron para la cuantificacién de proteinas totales
por el método de Lowry.

[ASB] pgl0.2mL  ASB (uL)

Blanco 0 200
5 10 190
10 20 180
15 30 170
25 50 150
35 70 130
50 100 100

3.2.8 Obtencidn y preparacion de tejido renal para los analisis histolégicos

Las ratas se anestesian con una dosis de pentobarbital sédico de 0.025g/Kg vy los riflones se perfunden
con solucién Krebs Ringer y EDTA 250 mM, para la cual se emplea un catéter semirigido para canular la arteria
renal y se pasa un volumen promedio de 40 mL con un flujo constante de 2.2 cc/min con la ayuda de una
bomba peristéltica. Posteriormente se fijan pasando una soluciéon de formalina, se extraen y se embeben en

parafina para su preservacion, corte y tincién con hematoxilina-eosina.

3.2.9 Analisis estadistico de los datos

Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y se complementaron con la prueba Newman-Keuls. La supervivencia especifica durante el protocolo
de desarrollo de cancer renal, se calculé de acuerdo al método de Kaplan-Meier y los tiempos de supervivencia
se compararon usando la prueba log-rank. El efecto del disolvente utilizado y del procedimiento para la
obtencién del EST se analiz6 mediante t student no pareada. El efecto del EST sobre la incidencia y grado de
avance del CCR se analizé con la prueba de Fisher. En todos los casos un valor de p<0.05 se considero

significativo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DEL EXTRACTO

Con la finalidad de seleccionar el extracto de Tamarindus indica L. a utilizar, se prepararon varios tipos
de extractos de semillas y se caracterizaron midiendo su capacidad de inactivacion del radical superdxido, asi
como su contenido de fenoles totales. Los resultados obtenidos mediante estas determinaciones también se
compararon con los de un extracto de pericarpio de T. indica L. preparado previamente en nuestro laboratorio.
Adicionalmente, la determinacién de fenoles totales nos permitié expresar la inactivaciéon del radical superdxido
por mg de fenoles totales, establecer con qué extracto (pericarpio o semillas) obtendriamos mayor cantidad de
estos compuestos y con qué disolvente utilizado en la elaboracion de extractos de semillas se alcanzaria una

mayor eficiencia en la extraccion.

4.1.1 Determinacion de fenoles totales en los diferentes extractos de T. indica

Para determinar la cantidad de fenoles totales del extracto acuoso obtenido a partir del pericarpio de
esta especie, asi como de los extractos de cascara de semilla de tamarindo en etanol al 70% y etanol anhidro
se realizaron diluciones seriadas, y se utilizaron aquellas cuya absorbancia pudo interpolarse en el grafico

estandar de acido galico (Figura 19).
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Figura 19. Curva patrén con el estandar de acido galico para la determinacién de fenoles totales (FT).

En la tabla 18 se muestran los resultados de la cuantificacion de fenoles totales, los cuales representan

el promedio de las concentraciones obtenidas con las diferentes diluciones analizadas de los extractos.

Tabla 18. Fenoles totales en los diferentes extractos de T. indica

Extracto \ Fenoles totales
Pericarpio 4.33+0.624 mg FT/mL
Etandlico al 70% | 15.19+0.284 mg FT/mL
Etandlico
anhidro 19.63+£1.310 mg FT/mL

En conjunto, los resultados de la tabla 18 muestran que la cantidad de fenoles totales en los extractos
de semilla de tamarindo fue mayor que aquélla obtenida en el extracto de pericarpio. Asi mismo, se pudo

establecer que utilizando etanol anhidro se incrementa la eficiencia de extraccion de fenoles totales con
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respecto al etanol al 70% (véase también figura 20). Por lo anterior se siguio trabajando sélo con el extracto de

semillas de tamarindo obtenido con etanol anhidro.

4.1.2 Determinacién de fenoles totales en el polvo de extracto de cascara de semillas de T. indica (EST)

obtenido con etanol anhidro

La administracion de extractos utilizando disolventes diferentes al agua podria tener efectos adversos
en los animales, aun cuando la toxicidad del disolvente utilizado sea baja, sobre todo si se administran por
periodos largos de tiempo. Por otro lado, las caracteristicas sensoriales de la mayoria de los disolventes
diferentes al agua no son las adecuadas para una administracién por via oral. En el caso de los extractos
acuosos, ademas de que pueden tener trazas del disolvente con el cual se extrajeron cuando se utilizaron
mezclas de agua con otros disolventes en la extraccion, tienen por lo general menor estabilidad porque son mas
susceptibles a la contaminacion por microorganismos y por ende tienen menor tiempo de conservacion. Con
base en esto nos propusimos preparar un extracto en polvo, ya que ademas de evitar los inconvenientes
mencionados que presentan los extractos acuosos, se facilitaria su administraciéon en el agua de beber, se
tendria un mejor control de la dosis y su estabilidad nos permitiria una mayor produccién del mismo para

protocolos en donde se requiere su administracion por periodos prolongados.

Diversos estudios han demostrado que la estabilidad y el potencial antioxidante de los compuestos
polifendlicos se modifican cuando se someten a procedimientos en los que esta involucrada la temperatura
(Wang, et al., 2008; Siddhuraju, et al., 2007; Komatsu, et al., 1993). Es por ello que determinamos si la cantidad
de fenoles totales asi como su capacidad de inactivacion del radical superéxido cambiaban por efecto de la
temperatura cuando el extracto etandlico anhidro se concentraba al vacio en un rotaevaporador hasta la

evaporaciéon completa del disolvente para la obtencién del EST en polvo.

» Ensayo 1
Para determinar la cantidad de fenoles totales, el extracto en polvo (EST) se disolvié en agua a una
concentraciéon de 0.013 g/mL, y las diferentes diluciones a partir de esta solucién nos permitieron obtener la

cantidad de fenoles totales al promediar la concentracion de fenoles totales obtenida en cada dilucién.

La cantidad de fenoles totales en el EST en polvo disuelto en agua (0.013g/mL) en este ensayo fue de
16.50+0.392 mg FT/mL de solucion y el rendimiento de la extraccion fue de 406.5+9.71 mg de fenoles totales
por gramo de cascara de semilla. Para expresar la cantidad de fenoles totales por gramo de EST en polvo, se
dividié la cantidad de fenoles totales (16.50+0.392 mg FT/mL) entre la concentracion del EST (0.013g/mL),
obteniéndose como resultado 1269+30.32 mg FT/g EST en polvo.

En la figura 20 se muestra la cantidad de fenoles totales por gramo de cascara de semilla de los
diferentes extractos obtenidos. La cantidad de fenoles totales determinada en el extracto en polvo (EST)

disuelto en agua no mostré cambio estadisticamente significativo respecto a la cantidad de fenoles totales del
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extracto en etanol anhidro; esto nos indica que el procedimiento para obtener el EST en polvo a partir del

extracto etandlico anhidro no tiene efecto sobre la cantidad de fenoles totales.
Fenoles totales

500
Etanol 70%

Etanol anhidro
EST 1

400

mg FT/g cascara de
semilla

100+

Etanol 70% =tanol anhidro EST 1
Figura 20. Efecto del disolvente utilizado (etanol al 70% y etanol anhidro) y del procedimiento para la obtencién del EST sobre la cantidad
de fenoles totales obtenida en cada uno de los extractos. La utilizacién de etanol anhidro en la elaboracion del extracto incrementa la
eficiencia de extraccion de fenoles totales respecto al etanol al 70%. Asi mismo, el procedimiento para obtener el EST en polvo a partir del
extracto etandlico anhidro no tiene efecto sobre la cantidad de fenoles totales. Las barras representan la media + EE. Las diferencias

estadisticamente significativas fueron determinadas mediante t student no pareada del extracto etandlico al 70% vs extracto etandlico
anhidro y del extracto etandlico anhidro vs EST1. Columnas con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa.

Para determinar que la cantidad de polvo de EST pesada realmente represente la cantidad de fenoles
totales requerida, se evaludé el contenido de fenoles totales del extracto en polvo disuelto en agua a dos
concentraciones, una menor y una mayor a la utilizada en el Ensayo 1 y a las cuales denominamos

concentracién baja y alta respectivamente y que se describen a continuacion:

» Concentracion baja del EST (Ensayo 2)

El calculo tedrico de fenoles totales para esta prueba se realizd a partir de los resultados obtenidos en

el ensayo 1.

0.013g de extracto/mL de agua corresponden a 16.50+0.392 mg FT/mL de agua, por tanto:
0.013 g de extracto contienen 16.50 mg de fenoles totales

Si, por ejemplo, se desea obtener 4 mg de fenoles/mL, la cantidad que se requiere pesar del extracto en

polvo por mililitro de agua es: 0.003 g

Para determinar experimentalmente la cantidad de fenoles totales, 0.03 g de polvo de EST se disolvieron en 10
mL de agua, y se realizaron las diluciones descritas en la metodologia (seccién 3.2.4.1). Las diluciones que
pudieron interpolarse en el grafico estandar de acido galico nos permitieron obtener la concentracion de fenoles

totales al promediar la cantidad de éstos en cada dilucion.

La cantidad de fenoles totales para la concentracion baja de EST fue de 3.63+0.301 mg/mL de solucién. La
cantidad de fenoles totales por gramo de extracto (1210+101.1 mg FT/g EST), se obtuvo dividiendo la cantidad
de fenoles totales (3.63+0.301 mg/mL) entre la concentraciéon de la solucion realizada de polvo de extracto

(0.003g/mL).
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» Concentracién alta del EST (Ensayo 3)

El calculo tedrico de fenoles totales para esta prueba también se realizé a partir de los resultados

obtenidos en el ensayo 1.

0.013g de extracto/mL de agua corresponden a 16.50+0.392 mg FT/mL de agua por tanto:
0.013 g de extracto contienen 16.50 mg de fenoles totales
Si se desea obtener 20 mg de fenoles totales/mL, la cantidad que se requiere pesar del extracto en

polvo por mililitro de agua es: 0.016 g

Para la determinacion experimental de la cantidad de fenoles totales, 0.16 g de polvo de EST se disolvieron en
10 mL de agua, y se realizaron las diluciones descritas en la metodologia (seccion 3.2.4.1). Las diluciones que
pudieron interpolarse en el grafico estandar de acido galico nos permitieron obtener la concentracion de fenoles

totales al promediar la cantidad de estos en cada dilucion.

La cantidad de fenoles totales por gramo de extracto (1146.25+105.54 mg/g) se obtuvo dividiendo la cantidad
de fenoles totales obtenida (18.34+0.638mg/mL de solucién) entre la concentracidon de polvo de extracto en la
solucion realizada (0.016g EST/mL).

Los resultados de los ensayos 2 y 3 indican que la cantidad EST en polvo pesada representa la
cantidad de fenoles totales requerida, es decir, la cantidad de fenoles totales que se puede obtener de manera
experimental tanto a concentraciones bajas como a concentraciones altas de EST disuelto en agua, coincide

con la cantidad de fenoles totales obtenida a partir del calculo tedrico.

4.1.3 Determinacion de la inactivacion del radical superéxido por efecto de los extractos obtenidos

Para evaluar el potencial antioxidante de los extractos obtenidos, se midio la capacidad de inactivacion
del radical superéxido in vitro, esto, a su vez, nos permitio identificar en qué extractos del tamarindo (semilla o
pericarpio) se obtenia una mayor inactivacion de este radical y determinar el efecto del disolvente utilizado en el
procedimiento de extraccion. En la figura 21 se muestra la inactivacion de radical superoxido en funcién de la
cantidad de fenoles totales en la celda de reaccion, asi como la concentracion de fenoles totales necesaria para
inhibir en un 50% la produccién del radical superoxido (Clsp) de cada uno de los extractos. Estos resultados
demuestran que los extractos tanto de la semilla, como del pericarpio de T. indica L. tienen una Clsy muy similar
(1.08 - 4.41 ng FT/mL) y que la capacidad de inactivacion del radical superdxido es muy buena, ya que es
mayor que la de otros extractos polifendlicos también evaluados en nuestro laboratorio, como el extracto
polifendlico de semillas de uva (GSPE) (Cls=17.5 ng de extracto/mL), y la de antioxidantes comunmente

utilizados como la vitamina C (Cl5,=120 pg/mL) (Cruz, 2007).
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Figura 21. Curvas de inactivaciéon del radical superodxido in vitro en funcién de la cantidad de fenoles totales del extracto de pericarpio
(Panel A), extracto etandlico al 70% de cascara de semilla (Panel B), extracto etandlico anhidro de cascara de semilla (Panel C) y extracto
en polvo de cascara de semilla (EST 1) (Panel D). Los diferentes extractos presentan una notable capacidad de inactivacion de radical
superoxido.

De acuerdo a todos estos resultados, y a las siguientes ventajas, se decidi6 utilizar el extracto en polvo
de semillas de T. indica en nuestros estudios:

Menor numero de horas requerido para el proceso de maceracion.

Menor cantidad de disolvente utilizado.

Obtencion de mayor cantidad de fenoles totales por materia prima.

Eliminacién total del disolvente (disminuyendo de esta forma los riesgos de toxicidad inherentes).

Mayor tiempo de conservacion.

vV V V V V V

Mejoramiento de las caracteristicas sensoriales (pH, sabor) haciendo mas facil su administracion en el

agua de beber, asi como el control de la dosis.
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4.2 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS SUBSECUENTES DE CASCARA DE SEMILLAS DE T.
indica

Durante el desarrollo de los diferentes protocolos fue necesario preparar varios extractos subsecuentes

de semillas de Tamarindus indica L. (EST) (Tabla 19). La caracterizacién de cada extracto se realiz6 también

mediante la determinacion de fenoles totales e inactivacién del radical superoéxido.

Tabla 19. Protocolos en los que se utilizaron los diferentes extractos elaborados.

No. de extracto (EST) Protocolo

Dosis fenoles totales
Protocolo croénico |
Protocolo croénico |
Protocolo crénico |l
Protocolo crénico |l
Protocolo crénico |l
Protocolo crénico |l
Protocolo croénico
Protocolo croénico

OO |N|O || |WIN|—=

4.21 Cuantificacion de fenoles totales e inactivacion del radical superoxido de los extractos
subsecuentes

Para realizar la determinacion de fenoles totales e inactivacion del radical superéxido se prepararon las
diluciones descritas en la seccidn de metodologia a partir de una solucién “stock” de concentracion alta
(solucidn “stock” 1) y otra con concentracidon baja (solucion “stock” 2). La realizacion de estas dos soluciones
“stock” permitié cubrir todo el rango para expresar el porcentaje de inactivacion del radical superdxido en

funcion de concentracion de fenoles totales presentes en los extractos.

En la figura 22 estan los resultados de la cantidad de fenoles totales obtenida para cada EST elaborado

en distintas ocasiones. Los resultados presentados indican que la cantidad de fenoles totales de los EST

preparados en diferentes ocasiones es muy similar H%ﬂ)leSgtﬂt@H) lo que se puede interpretar como

1.8+

1.5+

N
N
1

g FT/g EST
e
?

o
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1
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EST1 EST2 EST3 EST4 EST5 EST6 EST7 EST8 EST9

Figura 22. Cantidad de fenoles totales en cada uno de los extractos obtenidos en diferentes ocasiones. El valor de fenoles
totales por gramo de EST indica que la materia prima utilizada para la elaboracién de cada EST es muy similar.
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una reproducibilidad de la técnica de extraccién. Por otro lado, los valores de fenoles totales por gramo de EST
obtenidos nos indicaria que todo el EST esta compuesto de polifenoles, lo cual es poco probable ya que se
sabe que la cascara de semillas tiene otros componentes ademas de los polifenoles (Bhattacharya, et al.,
1994), y que se pueden extraer con el procedimiento para la obtencion del EST. Esto se puede explicar por la
inespecificidad de la reaccion en el método que utilizamos para la determinacién de fenoles totales, ya que se
ha reportado en la literatura que varios compuestos reductores pueden interactuar con el reactivo de Folin-

Ciocalteu, lo que podria conducir a la sobreestimacion del contenido de los polifenoles (Georg, et al., 2005).

Ademas de la cantidad de fenoles totales obtenida para cada EST, se determiné la cantidad de EST
obtenida por g de cascara de semillas, es decir el rendimiento de cada extracciéon. En la figura 23 se puede
observar la comparacion del rendimiento de extraccion para cada uno de los extractos preparados y podemos
concluir que la cantidad de EST obtenido por gramo de cascara de semilla utilizada se mantuvo constante
(0.374+ 0.036 g EST/g cascara de semilla), lo que confirma que la técnica de extraccion es reproducible y que

la materia prima de la cual se esta partiendo es similar al respecto.
Rendimiento de la extracciéon

0.5+

0.4+

0.3+

0.2+

g EST/ g cascara de
semilla de T. indica

0.1+

0.0

EST1 EST2 EST3 EST4 EST5 EST6 EST7 EST8 EST9

Figura 23. Rendimiento de la extraccién de cada uno de los extractos utilizados en los protocolos realizados. La similitud en
la cantidad de EST obtenido por gramo de cascara de semilla de los ESTs preparados en diferentes ocasiones indica que el
método de extraccion es reproducible y la materia prima es similar al respecto.

Otra de las determinaciones que nos permitieron la caracterizacién de los EST elaborados en distintas
ocasiones, fue la inactivacion del radical superoxido. Esta prueba se realizé para cada EST recién preparado.
Las curvas de inactivacion del radical superdxido presentadas en la figura 24 para los diferentes extractos
(EST) muestran valores de Clsq de 1.08-4.41 ug de fenoles totales/mL. Estos resultados nos permiten concluir
que la capacidad antioxidante entre los extractos es muy similar y son una evidencia mas de la reproducibilidad

del método de extraccidn y de la similitud de la materia prima.
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Figura 24. Curvas de porcentaje de inactivacion de radical superdxido para los extractos subsecuentes. La Clso de los EST
obtenidos en diferentes ocasiones indica que la capacidad de inactivacion del radical superéxido es muy similar.

De igual forma, se determiné la inactivacion de radical superoxido en algunos de los ESTs a diferentes
tiempos para evaluar su estabilidad a largo plazo. La figura 25 presenta la inactivacion de radical superdxido del
EST 1 en el momento de su obtencién y un mes después de su preparacion (Panel A) y del EST 5 en el
momento de su obtencion y 8 meses después de su preparacion (Panel B). Los valores de Clsy de los ESTs 1y
5 determinada 1 y 8 meses después de su preparacion, respectivamente, son muy similares y todavia estan
dentro del rango de Clsq obtenido en el momento de la preparacion de cada uno de los extractos realizados
para los diferentes protocolos (Figura 24), por lo que, a partir de estos resultados, podemos concluir que el EST

presenta buena estabilidad a largo plazo.

Clso=1.67pg FT/mL recién preparado Clso=2.50uug FT/mL recién preparado
Clso=3.83ug FT/mL 1 mes después Clso = 3.83ug FT/mL 8 meses después

Figura 25. Curvas de porcentaje de inactivacion del radical superéxido a diferentes concentraciones de los extractos EST1 (Panel A) y
EST5 (Panel B) a diferentes tiempos. La Clsy obtenida para cada EST en diferentes tiempos indica que la capacidad de inactivacion del
radical superoxido no cambio sustancialmente y por tanto se concluye que los ESTs presentan buena estabilidad a largo plazo.
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4.3 DETERMINACION DE LA DOSIS A UTILIZAR DEL EXTRACTO DE SEMILLAS DE T. indica

Con la finalidad de seleccionar la dosis mas adecuada de EST a utilizar en el desarrollo del protocolo de
carcinogénesis renal, se realizd6 un protocolo agudo en donde se indujo estrés oxidante por exposicion a
FeNTA. En este protocolo el EST se administré en el agua de beber utilizando dosis de 50, 100 y 150 mg de
fenoles totales/Kg/dia durante 16 dias previos a la administracion del FENTA. Las ratas se sacrificaron por
decapitacion 1 hora después de la administracion del carcinégeno (véase seccion 3.1.2). La seleccion de la
dosis mas adecuada se realizé con base en los resultados obtenidos en las pruebas de dafio oxidante a lipidos
y proteinas y de niveles de peréxido de hidrogeno en rifidon. En esta seleccion también se consideraron los
efectos negativos que se pudieran observar con las diferentes dosis de extracto, como efectos de toxicidad,
disminucién en el consumo del extracto a dosis altas, induccién de estrés oxidante per se o exacerbacion del

estrés oxidante inducido por FeNTA.

En la figura 26 se muestra el crecimiento de los grupos estudiados desde la administracién del EST
hasta el término de este estudio. Con base en estos resultados se puede decir que el consumo de las diferentes
dosis utilizadas del extracto de semillas de tamarindo (EST) no afecta el crecimiento de las ratas durante los 16
dias de su administracién. Ademas, no se observé diferencia en el volumen de agua consumido entre los
diferentes grupos. Esto es muy importante ya que gracias a estos resultados las dosis recibidas de EST fueron

muy cercanas a las dosis deseadas (Tabla 20).

350+
—=— Control

o 300 EST 100 mg FT/Kg
© EST 150 mg FT/Kg
g_ 250 —— FeNTA
8 EST 50mg FT/Kg+FeNTA
§ 200+ —s— EST 100mg FT/Kg+FeNTA
o 150 —s— EST 150mg FT/Kg+FeNTA

100 . T T T T .

-10 -5 0 5 10 15 20
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Figura 26. Peso corporal de los animales de los diferentes grupos estudiados para la seleccion de la dosis de EST. El EST a las
concentraciones de 50, 100 y 150 mg FT/Kg/dia no afecta el peso corporal de las ratas durante los 16 dias de su administracion indicando
que el EST no presenta efectos antinutricionales. Cada punto representa la media de acuerdo al nimero de ratas por grupo mostrados en la
Tabla 4 +EE.

4.3.1 Determinacion de estrés oxidante en riion

Las determinaciones de estrés oxidante en este estudio agudo nos permitieron establecer si las diferentes dosis
del extracto de semillas de tamarindo ofrecen proteccion in vivo, ya que, a pesar de que se ha demostrado que

los extractos de la semilla de tamarindo tienen actividad antioxidante in vitro (Tsuda, et al., 1994; Soong, et al.,

46



2004; Komutarin, et al., 2004; Sudjaroen, et al., 2005; Chanwitheesuk, et al., 2005; Ramos, et al., 2003;

Siddhuraju et al., 2007), la actividad antioxidante in vivo esta poco estudiada hasta el momento.

Tabla 20. Volumen del extracto bebido y dosis experimental de fenoles totales en los grupos estudiados del protocolo
agudo.

Dosis tedrica de fenoles Vol. bebido de extracto o Dosis experimental de
totales agua por dia/rata fenoles totales
Controles 29.842.18 mL
EST 100 mg FT/Kg 31.58+7.50 mL 112.89 + 35.56 mg FT/Kg
EST 150 mg FT/Kg 27.79+3.19 mL 149.04 +£ 29.67 mg FT/Kg |
FeNTA 31.49+3.09 mL
EST 50 mg FT/Kg + FeNTA 29.99+3.42 mL 52.08 +8.88 mg FT/Kg |
EST100 mg FT/Kg + FENTA 34.227+5.414 mL 121.95 +28.30 mg FT/Kg |
EST150 mg FT/Kg + FeENTA 28.93+£3.91 mL 145.51 +32.22 mg FT/Kg |

Los resultados presentados en la figura 27 muestran que el EST per se no tiene efecto pro-oxidante
hasta una dosis de 100 mg FT/Kg. También cabe destacar que a dosis mas altas (150 mg FT/Kg) el EST esta
induciendo un efecto pro-oxidante per se, ya que, se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en la
produccion de perdxido de hidrégeno con respecto al grupo control. Por otro lado, podemos ver que el EST
después de la administracion de FENTA no logré proteger contra la lipoperoxidacion (Panel A) y dafio oxidante
a proteinas (Panel B) inducidos por el FeNTA con ninguna dosis. En cambio, los resultados de la cuantificacion
de peroxido de hidrogeno (Panel C) muestran que las diferentes dosis de EST disminuyeron parcialmente la
produccion incrementada de peréxido de hidrégeno por FeNTA. Esta disminucién en la produccion de peréxido
de hidrégeno fue similar con las diferentes dosis estudiadas (EST 50, 100 y 150 mg FT/Kg + FeNTA).

En las pruebas de lipoperoxidacion y proteinas oxidadas (Figura 27) se esperaba que el EST
disminuyera el estrés oxidante producido por FENTA, sin embargo, no se observé este efecto protector, lo cual
puede deberse a que la dosis utilizada o el tiempo de administracién del extracto no fueron suficientes para
evitar el estrés oxidante tan alto provocado por la dosis de FeNTA; a pesar de esto, decidio utilizarse este
extracto debido a que en los estudios cronicos se les estaria administrando a los animales durante mucho

tiempo.

El hecho de que el EST a las diferentes dosis utilizadas en los grupos EST+FeNTA haya disminuido los
niveles de perdxido de hidrégeno producidos por FeNTA (Figura 27, Panel C), pero no se haya tenido
proteccion contra la lipoperoxidacion y la oxidacion de proteinas (Figura 27, Paneles A y B), podria deberse al
tiempo que requieren los diferentes mecanismos de degradacion o biotransformacion a los cuales estan sujetas
estas biomoléculas; es decir, la eliminacién de las proteinas oxidadas y el producto de la lipoperoxidacién
(malondialdehido) pueden llevarse a cabo en un tiempo mayor que la del peréxido de hidrégeno, ya que este
ultimo puede reaccionar muy rapido disminuyendo sus niveles y ocasionando por ejemplo la activacién de vias
de senalizacion (Neill et al., 2002; Veal et al., 2007). Por otro lado, el peréxido de hidrégeno no es la Unica
especie involucrada en el estrés oxidante producido por FENTA, por lo que puede haber otras EROs que aun

estén produciendo el dafio observado en los lipidos y las proteinas.
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Figura 27. Efecto de la administracién de diferentes dosis del extracto de semillas de tamarindo (EST) durante 15 dias sobre la
lipoperoxidacion (Panel A), dafio oxidante a proteinas (Panel B) y produccién de peréxido de hidrégeno (Panel C) en rifidén 1 hora después
de la administracién de FeNTA. Las diferentes dosis de EST no lograron proteger la lipoperoxidacion y dafo oxidante a proteinas
producidas una hora después a la exposicion a FeNTA. El EST a la dosis de 150 mg FT/Kg/dia present6 efecto pro-oxidante en los
resultados de cuantificacién de peréxido de hidrégeno y las diferentes dosis de EST lograron disminuir la producciéon de peréxido de

hidrégeno de manera parcial por exposicion a FeNTA. Las barras representan la media + EE. Columnas con letras diferentes presentan
diferencia estadisticamente significativa.

El efecto pro-oxidante per se observado con la dosis mas alta de EST utilizada (150 mg FT/Kg) en la
cuantificacién de peréxido de hidrogeno (Figura 27, Panel C), puede atribuirse a propiedades de los polifenoles
diferentes a su capacidad antioxidante que se han reportado en la literatura como su actividad reductora de
metales o del oxigeno molecular (Sakihama, et al., 2002; Heim et al., 2002; Lee, et al., 2006; Rietjens, et al.,
2002). Por otro lado, la actividad pro-oxidante de los polifenoles no necesariamente es perjudicial, ya que es un
mecanismo por el cual estas moléculas inducen la activacién de defensas antioxidantes (Lépez-Lazaro, et al.,
2007; Weber, et al., 2007). De hecho, se observé que la dosis de EST que tuvo un efecto pro-oxidante, a su vez
protegié contra el aumento en los niveles de perdxido de hidrogeno producidos por FENTA, lo que puede
deberse precisamente a la activacion de las defensas antioxidantes, o bien que al encontrarse el EST en

exceso parte de éste pueda reaccionar con el FeNTA bloqueando asi sus efectos como pro-oxidante.
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Entonces, con base en los resultados obtenidos en estas pruebas se selecciond la dosis de EST de 100
mg FT/Kg para la realizacion de los protocolos de induccion de CCR por exposicidn cronica a FeENTA porque
disminuy6 de igual forma la produccion de perdxido de hidrégeno con respecto a la dosis mas alta y no indujo

efecto pro-oxidante.

4.4 PROTOCOLO |

Este protocolo contemplaba los pasos explicados en la seccion de disefio experimental; sin embargo, el
estudio se vio interrumpido debido a la alta mortalidad en las ratas producida por la administraciéon de FeNTA (9
mg Fe/Kg). La primera administracion de FeNTA indicada en el dia 0 (Figura 28) produjo un indice de
mortalidad del 64 y 60% para los grupos DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA respectivamente. A las ratas
restantes (9 ratas del grupo DEN+FENTA y 10 del grupo EST+DEN+FeNTA) se les administré6 una segunda
dosis de FeNTA el dia 3; no obstante, a las 24 horas murieron el 74% del grupo DEN+FeNTA y 70% del grupo
EST+DEN+FENTA, por lo que se decidié realizar el sacrificio de todas las ratas restantes de los grupos
DEN+FeNTA y EST+DEN+FENTA asi como las ratas de los grupos Control, DEN, EST en el dia 4 de este
estudio (24 horas después de la segunda administracion de FeNTA 9 mg Fe/Kg), para la obtencion de muestras
y realizar las determinaciones de estrés oxidante y de funcion renal. El grafico de crecimiento de los grupos
estudiados en este protocolo (Figura 29) nos permitié observar una disminuciéon considerable en el peso
corporal en los grupos tratados con N-dietilnitrosamina (DEN), DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA desde el dia
siguiente de la administraciéon de DEN. Este peso corporal se mantuvo en un nivel bajo hasta el final del
estudio, aunque con la misma tendencia de crecimiento que el grupo control. Por otro lado, la curva de
crecimiento del grupo tratado con EST (100 mg FT/Kg), no fue diferente estadisticamente a la del grupo control,
por lo que podemos decir que el EST administrado durante el estudio (30 dias aproximadamente) no tiene

efectos antinutricionales.

Término del estudio debido al alto
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Figura 28. Disefio experimental del protocolo I. El estudio se vio interrumpido debido al alto indice de mortalidad en los
animales producida por la administracion de FeNTA (9 mg Fe/Kg).
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Figura 29. Peso corporal pfra catfh grdfb déBstudi6 del Pfbtotald I1BDESTHA Ial 86sis2d) 1 Phg FT/Kg/dia no afecta el peso corporal de
las ratas durante los 30 dias de su administracion, indicgando que el EST no tiene efectos antinutricionales. La exposicion a la N-
dietilnitrosamina (DEN) disminuy6 de manera considerable F%ﬁso corporal de los animales desde el dia siguiente de su administracion en
todos los casos. Cada punto representa la media + EE del nimero de ratas mostradas en la tabla 5.

La grafica de supervivencia de los grupos de estudio se obtuvo calculando el producto limite estimado
Kaplan-Meier en funcién del tiempo, bajo el procedimiento descrito en la seccion 3.1.6 (Figura 30). El tiempo de
supervivencia medio para los grupos de estudio DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA fue de 1 dia en ambos
casos. Los resultados del analisis estadistico indican que no hay diferencia significativa entre las curvas de
supervivencia de estos dos grupos y ambos son diferentes con respecto al grupo control. Los grupos EST y
DEN presentaron el mismo comportamiento que el grupo control. Por otro lado, el EST en el grupo
EST+DEN+FeNTA tampoco revirtié la mortalidad producida por el tratamiento con DEN+FeNTA. El hecho de
que no se haya encontrado proteccion por el EST en la supervivencia ni en la mortalidad era de esperarse ya
que la dosis de FeNTA utilizada (9 mg Fe/Kg) fue demasiado alta y el dafio producido por el carcinégeno

evidentemente fue excesivo.
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Figura 30. Grafica de supervivencia Kaplan-Meier para los grupos de estudio del protocolo I. El tiempo de supervivencia para los grupos
DEN+FeNTA y EST+DEN+FeNTA fue de 1 dia. El analisis estadistico indica que no hay diferencia significativa entre las curvas de
supervivencia de estos dos grupos y ambos son diferentes respecto al grupo control, por lo que el EST no tuvo efecto en la supervivencia
debido al dafio excesivo producido por la dosis de FeNTA (9 mg Fe/Kg).
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4.4.1 Determinacion del estrés oxidante en rifidon

Ningun grupo de estudio presentd diferencia estadisticamente significativa en las determinaciones de
peroxidacion lipidica y proteinas oxidadas presentadas en la figura 31 (Panel A y B). Esto significa que al
tiempo en que se sacrificaron las ratas (menos de 24 horas después de la segunda administracion de 9 mg
Fe/Kg de FeNTA) los niveles proteinas y lipidos oxidados estdan en sus niveles normales. También es
importante sefalar que la administracion unica de DEN no produjo dafio oxidante bajo las condiciones de este
estudio. Estos resultados concuerdan con los resultados ya obtenidos en el laboratorio donde ya se habia
encontrado que el FeNTA produce el mayor estrés oxidante una hora después de su administracién el cual
disminuye considerablemente a las 3 horas, incluso con una dosis mayor a la utilizada en este estudio (15 mg

Fe/Kg), y llega a los niveles normales a las 6 horas (Cruz, 2007; Davalos, 2006).
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Figura 31. Marcadores de estrés oxidante en rifidén al término del protocolo I. Lipoperoxidacién (Panel A), proteinas oxidadas (Panel B) y
produccion de perdxido de hidrégeno (Panel C). Ningun grupo de estudio presentd alteraciones en los niveles de lipoperoxidacion y
proteinas oxidadas a las 24 horas después de la segunda administracion de FeNTA a la dosis de 9 mg Fe/Kg. En el caso de la
cuantificacion de peréxido de hidrégeno la administracion conjunta de EST(100 mg FT/Kg/dia), DEN y FeENTA aumenta los niveles de
peréxido de hidrégeno respecto al control. Las barras representan la media + EE. *p>0.05 vs Control.

Por otro lado, los resultados de cuantificacion de perdxido de hidrégeno mostrados en el panel C de la
figura 31 nos indican que sdlo la administraciéon conjunta de EST, DEN y FeNTA provocan un aumento de la
concentracién de peroxido de hidrégeno estadisticamente significativo con respecto al grupo control, ya que los

otros grupos donde solo se administré6 EST, DEN o DEN+FeNTA son estadisticamente iguales al grupo control.
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El aumento en los niveles de peréxido de hidrogeno en el grupo EST+DEN+FeNTA puede deberse, al menos
en parte, a la combinacion de los compuestos polifendlicos del EST vy el Fe®* del FeNTA, ya que en presencia
de metales se ha visto que estos compuestos pueden favorecer la formacién de EROs, y entre estas, el
peroxido de hidrégeno (Sakihama, et al., 2002; Lee, et al., 2006; Rietjens, et al., 2002).

4.4.2 Determinacion de funcion renal

De acuerdo al esquema de la figura 28, se realizaron 3 tomas de muestra de sangre durante el
desarrollo del protocolo I. En la figura 32 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de BUN
(Panel A) y creatinina en suero (Panel B) donde la primera muestra de sangre se representa en barras de color
azul, la cual se tom6 18 dias después de que se inici6 de la administracion del EST vy justo antes de la
administracion de DEN a los grupos correspondientes. Los resultados de BUN y creatinina en suero de la
segunda muestra de sangre, la cual se recolecté 10 dias después de la administracién de DEN y antes de la
primera administracion de FeNTA, se representan en barras color rojo, y los resultados de la ultima toma de
muestra, que se realiz6 el dia del sacrificio adelantado, es decir, 24 horas después de la administracion de la

segunda dosis de FENTA, se representan en barras de color amarillo. Los niveles elevados de BUN y creatinina
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Figura 32. Determinacion de nitrégeno ureico sanguineo (BUN) (Panel A) y creatinina en suero (Panel B) en diferentes dias del desarrollo
del protocolo | en los diferentes grupos estudiados. La insuficiencia renal severa producida por dos administraciones consecutivas de
FeNTA (9 mg Fe/Kg) disminuy6 considerablemente por el tratamiento con EST (100mg FT/Kg/dia) en el grupo EST+DEN+FeNTA. Las
barras representan la media + EE. a= Diferente al control. b= Diferente a DEN+FeNTA.
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en suero observados en el grupo DEN+FeNTA son indicativos de insuficiencia renal severa, la cual se previno
de manera significativa con el EST a la dosis de 100mg FT/Kg en el grupo EST+DEN+FeNTA. También es
importante indicar que el tratamiento sélo con el EST o con DEN no produce alteraciones en la funcién renal.
Nuestros resultados coinciden con datos reportados en la literatura en donde los niveles de BUN y creatinina en
suero de animales tratados con FeNTA han mostrado valores 3 veces mas altos con respecto al control en
estudios realizados a las 12 horas (Igbal, et al., 1998) y 18 horas (Jahangir, et al., 2006) después de su
administracion a una dosis de 9 mg Fe/Kg en ratas Wistar; en nuestro caso, los niveles encontrados de estos
marcadores fueron 10 veces mas altos (cuando se administraron de manera conjunta el DEN y el FeNTA) con
respecto al control, sugiriendo que el DEN podria tener efecto sinérgico sobre la insuficiencia renal aguda

provocada por FeNTA.

Otra observacion importante fue el dafio a nivel macroscopico del rifidn (resultados no mostrados). En el
grupo al que se administr6 DEN+FeNTA se observé un cambio considerable en la morfologia del rinén como
aumento en el tamafo, cambio en la coloraciéon e hinchazén. En cambio, el EST (EST+DEN+FeNTA) lo

disminuyd de manera considerable.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidid seguir el otro esquema de tratamiento con FeNTA
para la induccién de cancer renal (Jahangir et al., 2006; Khan, et al., 2005),en donde se utilizaron dosis iniciales

menores del carcinégeno que se incrementaron de manera paulatina hasta llegar a la dosis de 9 mg Fe/Kg.

4.5 PROTOCOLO I

En este protocolo se siguié el esquema de tratamiento que comienza con dosis bajas que van desde 3
0 5 mg Fe/Kg hasta llegar a la dosis de 9 mg Fe/Kg dos veces por semana (Athar et al., 1998) debido a la alta
mortalidad observada en el protocolo | (FENTA gradual). No obstante, se decidié incluir grupos tratados con
FeNTA a una dosis fija de 9 mg Fe/Kg (a los que denominamos FeNTA fijo) para corroborar los resultados
obtenidos anteriormente. En realidad, en el esquema “FeNTA fijo” se comenz6 con una dosis mas baja de
FeNTA (7 mg Fe/Kg) debido a la mortalidad producida otra vez en un grupo piloto tratado con 9 mg Fe/Kg

(datos no mostrados).

El grafico de crecimiento de los animales del protocolo Il (Figura 33) nos permite observar una
disminucién notoria en el grupo de DEN a partir del dia en que se administré este compuesto. El tratamiento
con FeNTA también tiene efecto sobre el peso corporal, y al término de su administracién, el peso corporal de
las ratas comienza a reestablecerse. Sin embargo, al final del estudio la diferencia de peso entre los grupos con
y sin FeNTA fue significativa, por lo que se puede decir que en los grupos tratados con EST+DEN+FeNTA
gradual o fijo, el EST no evita el efecto en el peso corporal provocado por el FeNTA. En los grupos Control,
DEN y EST no existe diferencia estadistica al término del protocolo, demostrando asi que tanto la
administracion del EST durante todo el protocolo como la administracién tnica de DEN no tienen efecto sobre el

peso corporal a largo plazo.
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En ninguno de los esquemas de tratamiento se presentd mortalidad asociada al tratamiento unicamente
con EST o DEN. La mortalidad en los grupos tratados con FeNTA fijo (86.6% para el grupo DEN+FeNTA fijo y
80% para el grupo EST+DEN+FeNTA fijo) fue muy alta, pero menor a la mortalidad presentada en el protocolo
I. EI EST en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo no disminuyé de manera considerable la mortalidad observada en
el grupo DEN+FeNTA fijo. La alta mortalidad presentada en el grupo DEN+FeNTA fijo parece indicar que fue
consecuencia de la dosis utilizada al inicio de este protocolo. Aunque este comportamiento coincide con los
resultados obtenidos en el protocolo |, la mortalidad fue menor porque se utilizé inicialmente la dosis de 7 mg
Fe/Kg en vez de 9 mg Fe/Kg. El EST no previno la mortalidad producida por el FeNTA en el esquema FeNTA

fijo, ya que parece que la dosis utilizada sigue siendo muy alta para que el EST pueda revertir este efecto.
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Figura 33. Peso corporal para los grupos de estudio durante el desarrollo del protocolo Il. La exposicion a la N-dietilnitrosamina (DEN)
disminuy6 de manera considerable el peso corporal de los animales desde el dia siguiente de su administracion. La exposicion a FeNTA
también tiene efecto sobre el peso corporal, el cual comienza a reestablecerse a partir de la Ultima administracion de FeNTA. El EST no
evita la disminucion en el peso corporal provocado por DEN o FeNTA y su administraciéon durante todo el protocolo no tiene efecto sobre el
peso corporal a largo plazo. Cada punto representa la media + EE. *El numero de animales fue variando en funcion de la mortalidad
presentada.
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Por otro lado, la mortalidad de los grupos tratados con DEN+FeNTA gradual (20.83%) vy
EST+DEN+FeNTA gradual (16.6%) fue mucho menor a la presentada en los grupos del esquema FeNTA fijo. El
EST en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual no pudo evitar la mortalidad observada en el grupo tratado con
DEN+FeNTA gradual, sin embargo, la mortalidad presentada en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual fue
ligeramente menor al grupo DEN+FeNTA gradual.

En la figura 34 se presenta el grafico de supervivencia, el cual se obtuvo calculando el producto limite
estimado Kaplan-Meier en funcién del tiempo, bajo el procedimiento descrito en la seccion 3.1.6. El tiempo de
supervivencia medio para los grupos de estudio fue: DEN+FeNTA fijo: 13 semanas, EST+DEN+FeNTA fijo: 1
semana, FeNTA gradual: 15 semanas, DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual: >25 semanas.
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Figura 34. Grafico de supervivencia Kaplan-Meier para los grupos de estudio del protocolo Il. El tiempo de supervivencia medio para los
grupos de estudio fue: DEN+FeNTA fijo: 11 semanas, EST+DEN+FeNTA fijo: 1 semana, FeENTA gradual: 13 semanas, DEN+FeNTA
gradual y EST+DEN+FeNTA gradual: >25 semanas. El andlisis estadistico de la curvas de supervivencia indica que el EST no tuvo efecto
sobre el tiempo de supervivencia en los esquemas FeNTA fijo y FENTA gradual. Todos los grupos tratados con FeNTA tuvieron una
supervivencia estadisticamente menor a los grupos control, EST o DEN, y los grupos tratados con FENTA gradual presentaron un tiempo de
supervivencia mayor a los grupos tratados con FeNTA fijo.

Posteriormente, los tiempos de supervivencia se compararon mediante la prueba log-rank y se

obtuvieron los siguientes resultados:

Esquema FeNTA fijo
» La supervivencia de los grupos DEN+FeNTA fijo y EST+DEN+FeNTA fijo es estadisticamente
menor a la de los grupos Control, EST y DEN.
» No hubo diferencia estadisticamente significativa entre la supervivencia de los grupos
DEN+FeNTA fijo y EST+DEN+FeNTA fijo.
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Esquema FeNTA gradual

» Los grupos FeNTA gradual, DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual presentaron una
supervivencia estadisticamente menor a los grupos control, EST y DEN.

» El grupo FeNTA gradual, a su vez, tuvo una supervivencia mayor con respecto a los grupos
DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual.

» No hubo diferencia estadisticamente significativa entre la supervivencia de los grupos
DEN+FENTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual.

» Los grupos tratados con DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual tuvieron un mayor
tiempo de supervivencia notorio que los grupos tratados con DEN+FeNTA fijo y
EST+DEN+FeNTA fijo.

Los resultados del analisis estadistico de las curvas de supervivencia nos permitieron evaluar el efecto de
cada uno de los tratamientos y determinar si el EST podria mejorar el tiempo de supervivencia de los grupos
tratados con los esquemas FeNTA fijo y FeNTA gradual. En este protocolo la supervivencia del grupo FENTA
fijo fue baja, pero mayor a la supervivencia presentada en el protocolo |. Al comparar el tiempo de supervivencia
del grupo EST+DEN+FeNTA fijo y DEN+FeNTA fijo, se puede decir que el EST no tuvo efecto sobre el tiempo

de supervivencia, aun cuando el tiempo de supervivencia medio fue menor.

En el caso de los grupos DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual el tiempo de supervivencia
medio exacto no se puede determinar, porque al término del protocolo nunca se llego al valor para el cual la
funcion de supervivencia estimada es menor a 0.5, es decir, el punto donde la mitad de la poblacién esta viva,
por lo que el resultado presentado (>25 semanas) sélo es un estimado de la supervivencia de estos grupos. Sin
embargo, al comparar ambos esquemas de tratamiento con FeNTA, si se puede decir que el tiempo de

supervivencia en el esquema FeNTA fijo fue notoriamente menor que en el esquema con FeNTA gradual.

Al igual que la alta mortalidad, la baja supervivencia presentada en el grupo DEN+FeNTA fijo parece
indicar que es consecuencia de la dosis utilizada al inicio de este protocolo. El aumento en la supervivencia de
los grupos del esquema con FeNTA gradual respecto al FeNTA fijo coincide con el uso de dosis pequefias
desde el inicio del protocolo en el esquema FeNTA gradual las cuales podrian estar activando mecanismos de
defensa en los animales de estudio, y esto les confiere una mayor resistencia a las dosis de 9 y 7 mg Fe/Kg que
cuando se les administra estas dosis desde el inicio como es el caso del protocolo | y el esquema FeNTA fijo

respectivamente.

En el caso de los grupos DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA gradual sélo se pudo determinar
que el EST no tuvo efectos negativos, sin embargo, se requeriria de un periodo mas prolongado de estudio
(hasta que todos los animales hayan fallecido) para evaluar realmente el efecto del EST sobre el tiempo de

supervivencia en ambos grupos de estudio.
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4.5.1 ESQUEMA FeNTA FIJO

4.5.1.1 Determinacién de funcion renal

Durante el desarrollo de este protocolo Il se realizaron varias tomas de muestra de sangre
(aproximadamente cada 3 semanas) para la cuantificacion de nitrégeno ureico sanguineo (BUN por sus siglas
en inglés) (Figura 35). Los resultados para la determinacion de BUN en el suero de la primer toma de sangre se
representan en las barras de color morado; esta toma de muestra se realiz6 16 dias después del comienzo de
la administracion del EST y antes de la administracién de DEN; la segunda barra (color violeta) representa la
segunda toma de muestra de sangre realizada 14 dias después de la administracién de DEN y antes de la
primera administracion de FeNTA,; las barras en color azul representan los niveles de BUN a diferentes tiempos
durante las 16 semanas de administracién de FeNTA,; y las barras en color rojo representan los niveles de BUN
después de la ultima administracion de FeNTA hasta el término del protocolo Il. En este grafico se puede
observar que en el grupo DEN+FeNTA fijo se eleva el nivel de BUN 96 horas después de la primera
administracion de FeNTA de 7 mg Fe/Kg (toma de muestra realizada en el periodo de administracion de FeNTA,

primera barra azul). Esta elevacion soélo sucede con la administracion conjunta de DEN y FeNTA si se comienza
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Figura 35. Determinacién de nitrégeno ureico sanguineo (BUN) durante el desarrollo del protocolo Il en los grupos estudiados. Los niveles
de BUN se encuentran elevados 96 horas después de la primera administracion de FENTA (7 mg Fe/Kg) y el EST en el grupo
EST+DEN+FeNTA fijo ofrece proteccion total durante las 16 semanas de administracién de FeNTA. Las barras representan la media + EE.
a= Diferente al grupo control b= Diferente a DEN+FeNTA fijo

con dosis altas del carcinégeno. Los niveles de BUN disminuyen posteriormente hasta llegar a los niveles
presentados en el grupo control. El tratamiento con EST a la dosis utilizada (100mg FT/Kg/dia) en el grupo
EST+DEN+FeNTA fijo ofrece proteccién total durante las 16 semanas de administracién de FeNTA (barras
azules), a diferencia del protocolo | donde sélo se tuvo una proteccion parcial. En el periodo donde se termina el
tratamiento con FeNTA hasta el término del estudio el EST ofrece sélo proteccion parcial. Los niveles altos de
BUN en el grupo DEN+FeNTA fijo (96 horas después de la primera administracion de FeENTA) coinciden con los
resultados obtenidos en el protocolo | donde a dosis altas de FeNTA se induce insuficiencia renal aguda, sin
embargo, en esta ocasién el incremento no fue tan alto debido a que la dosis inicial utilizada en este esquema
fue menor y posiblemente porque el tiempo transcurrido fue mayor entre la administracion del FeNTA y la toma

de muestra.
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Con base en estos resultados podemos decir que la funcién renal esta severamente alterada poco
tiempo después de la exposicion al FeENTA pero después se recupera, lo que nos indicaria una insuficiencia
renal aguda, sin embargo en algunas de las determinaciones posteriores vuelven a subir los niveles de BUN por
lo que probablemente se esté empezando a desarrollar insuficiencia renal crénica. Un punto muy importante a
resaltar es la proteccion total que ejerce el EST (EST+DEN+FeNTA) contra la elevacion de BUN incluso en la

primera muestra después del inicio de la exposicion al FeNTA cuando este fue dramatico.

Otra determinacion que nos permitiéd evaluar la funcién renal fue la excrecion de proteinas totales en
orina, la cual se realizé en una toma de muestra obtenida al final del estudio. En la figura 36 se puede observar
un aumento en la excrecion de proteinas en los grupos tratados con FeNTA fijo; la cantidad de proteinas totales
en orina en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo es incluso un poco mayor que el grupo tratado solo con
DEN+FeNTA fijo. Los grupos tratados con EST o DEN no presentan diferencia significativa con respecto al

control.
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Figura 36. Determinacion de la excrecion urinaria de proteinas totales al término del protocolo Il correspondientes al esquema de
tratamiento FeNTA fijo. La excrecion de proteinas totales en orina se encuentra aumentada en los grupos tratados con FeNTA fijo. En este
esquema de exposicion a FeNTA el EST en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo no disminuyd los niveles de proteinas totales en orina
producidos por el tratamiento con DEN+FeNTA fijo. Las barras representan la media + EE. Columnas con letras diferentes representan
diferencia estadisticamente significativa.

4.5.1.2 Determinacion de estrés oxidante

En este esquema de tratamiento con FeNTA fijo se midi6 el estrés oxidante en los rinones obtenidos al
término del protocolo Il. Los niveles de peroxidacién lipidica (Panel A), proteinas oxidadas (Panel B) y perdxido
de hidrégeno (Panel C) mostrados en la figura 37 indican que no hay un aumento en el estrés oxidante en el
rindn al término del estudio. Estos resultados pueden explicarse con base en las observaciones de Davalos
(2006) y Cruz (2007), quienes encontraron que en estudios agudos con una administracion unica de FeENTA, el
estrés oxidante aumenta significativamente una hora después y regresa a valores normales aproximadamente a
las 6 horas, por lo tanto parece ser que el estrés oxidante en rifidn también regresa a valores normales después
de inyecciones repetidas como ocurrid en este protocolo (2 meses después de la ultima administraciéon de

FeNTA) asi como en el protocolo anterior (24 horas después de la segunda exposicion a FeNTA). Por esta
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razon para demostrar que si se estaba induciendo estrés oxidante durante el desarrollo de estos protocolos, se
midié la lipoperoxidacion en suero una hora después de una de las administraciones realizadas durante el
periodo de exposicion a FENTA (administracion nimero 26 de la semana 13). Los resultados obtenidos (Figura
38) permiten demostrar que efectivamente se esta induciendo estrés oxidante en los grupos tratados con

FeNTA fijo. EI EST en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo exacerbo el estrés oxidante producido por el tratamiento
con DEN+FeNTA fijo.
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Figura 37. Marcadores de estrés oxidante en rifién al término del protocolo Il correspondientes al esquema de exposicion a FENTA fijo.
Lipoperoxidacién (Panel A), proteinas oxidadas (Panel B) y niveles de peréxido de hidrégeno (Panel C). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los marcadores de estrés oxidante en ninguno de los grupos estudiados. Las muestras se tomaron

aproximadamente 2 meses después de la ultima administracién de FENTA a la dosis de 9 mg Fe/Kg). Las barras representan la media +
EE.

Los resultados de la determinacién de proteinas totales en orina (Figura 36) y lipoperoxidacion (Figura
38) nos hicieron cuestionar el efecto del EST en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo, en el cual se esta produciendo
mayor dafio que en el grupo tratado sélo con DEN+FeNTA fijo en estas evaluaciones. Por esta razon, se
decidié analizar el volumen de solucion de EST consumido, lo que nos permiti6 conocer la dosis real

(experimental) de fenoles totales administrada durante este estudio.
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Figura 38. Determinacion de la lipoperoxidacion en muestras de suero una hora después de la administraciéon de FeNTA numero 26 en la
semana 13 de tratamiento con FENTA fijo del protocolo Il. Los resultados demuestran la produccién de estrés oxidante por FENTA durante
el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal. En este esquema de exposicion a FeNTA el EST en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo
exacerbo el estrés oxidante producido por el tratamiento con DEN+FeNTA fijo. Las barras representan la media + EE. Columnas con letras
diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa.

En la figura 39 se muestra el volumen de agua o de EST bebido para cada grupo (Panel A), asi como la dosis
de fenoles totales recibida en los grupos correspondientes (Panel B). Los resultados obtenidos demuestran que
el volumen de EST bebido en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo fue mayor que aquél en el grupo tratado sélo con
EST, el cual fue similar al volumen de agua consumido por el grupo control. Este aumento en el consumo de

EST provoco que la dosis experimental de fenoles totales en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo fuera mayor a la
deseada.
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Figura 39. Volumen de agua o extracto bebido (Panel A) y la dosis experimental promedio de fenoles totales administrada (Panel B)
durante el protocolo Il correspondientes al esquema FeNTA fijo. El volumen de EST bebido en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo fue mayor
respecto al grupo tratado Unicamente con EST y al grupo control. Este aumento en el volumen de EST bebido provocd que la dosis
experimental de fenoles totales en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo fuera mayor a la calculada. Las barras representan la media + EE.
Columnas con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa.

En el grupo EST+DEN+FeNTA fijo se detectd un incremento en el cantidad del EST bebido. En un principio se
penso que el aumento en el volumen se debia a pérdidas por mal funcionamiento de los bebederos y no por un
incremento en el volumen real consumido por las ratas; para cuando se descartd esta posibilidad, las ratas ya
habian consumido una dosis mayor de EST de la que se tenia contemplada. El aumento en el consumo de EST
en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo no se esperaba ya que en estudios anteriores (véase tabla 20 de la seccion

4.3) el EST por si mismo no afecta el volumen de agua consumido a largo plazo, comportamiento que también
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se confirmoé con los resultados en la figura 39 (Panel A), donde el grupo tratado sélo con EST no presenta
diferencias en el volumen consumido respecto al grupo control. Entonces, este aumento en la dosis de fenoles
totales debida al exceso de EST ingerido por las ratas durante el desarrollo de este protocolo (Figura 39, Panel
B), podria explicar los resultados de lipoperoxidacién obtenidos en la figura 38, donde se obtuvo un mayor
estrés oxidante en el grupo EST+DEN+FeNTA fijo con respecto al grupo DEN+FeNTA fijo, es decir, una dosis
alta de EST podria estar provocando un efecto pro-oxidante que, en combinacién con el estrés oxidante
producido por el tratamiento DEN+FeNTA, podria estar induciendo la exacerbacion de la lipoperoxidacién
observada. El aumento en el estrés oxidante podria estar provocando el dafio en la funcién renal y esto
explicaria los niveles ligeramente mayores de proteinas totales en orina al final del estudio en el grupo
EST+DEN+FeNTA con respecto al grupo tratado sélo con DEN+FeNTA (Figura 36).

4.5.1.3 Analisis del desarrollo de CCR en el esquema FeNTA fijo

Al término de este protocolo se analiz6 la apariencia macroscoépica de los rifiones con la finalidad de
detectar la presencia de tumores o no. En la figura 40 se presentan fotografias representativas de los rifiones
en los grupos estudiados, donde se puede ver que los rifilones de los grupos EST y DEN tienen una apariencia
similar a la del grupo control. En los grupos DEN+FeNTA fijo y EST+DEN+FeNTA fijo se aprecia un dafio
macroscopico considerable pudiéndose observar incluso la formacion de quistes renales, sin embargo no se
encontré un desarrollo evidente de tumores. Estos resultados también se confirmaron a nivel microscopico

mediante analisis histologicos.

Control DEN+FeNTA fijo EST+DEN+FeNTA fijo

EST

DEN

Figura 40. Apariencia macroscopica de los rifiones en los distintos grupos de estudio correspondientes al esquema FeNTA fijo. Fotografias
representativas de los rifiones al final del protocolo Il. Los grupos tratados con el esquema FeNTA fijo no presentaron un desarrollo evidente
de tumores, es decir bajo este esquema de tratamiento no se logré inducir el CCR. En los grupos tratados con FENTA la presencia de
quistes fue la alteracion mas comun. El dafio macroscépico en los grupos de FeNTA fijo no se presenta en los grupos tratados con EST y
N-dietilnitrosamina (DEN).

A partir de estos resultados podemos decir que bajo las condiciones utilizadas en este esquema de

tratamiento no se logré obtener el desarrollo de CCR
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4.5.2 ESQUEMA FeNTA GRADUAL
4.5.2.1 Determinacion de funcién renal

Durante este esquema también se realizaron varias tomas de muestra de sangre (aproximadamente
cada 3 semanas) para la cuantificacion de nitrégeno ureico sanguineo (Figura 41). Los resultados de la primera
toma de sangre se encuentran representados en las barras de color morado; esta toma de muestra se realizé
16 dias después del comienzo de la administracion del extracto y antes de la administracion de DEN; la
segunda barra (color violeta) representa la segunda toma de muestra de sangre realizada 14 dias después de
la administracion de DEN y antes de la primera administracion de FeNTA; las barras en color naranja
representan los niveles de BUN a diferentes tiempos durante las 16 semanas de administracion FENTA; y las
barras en color rojo representan los niveles de BUN durante los dos meses siguientes al término de las

administraciones de FeNTA. Los resultados muestran que ningun grupo estudiado presenta alteraciones en los
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Figura 41. Determinacion de nitrogeno ureico sanguineo (BUN) durante el desarrollo del protocolo Il en los grupos
estudiados. Ningun grupo de estudio presentd alteraciones en los niveles de BUN. El esquema de exposicion a FENTA
gradual no provoca insuficiencia renal. Las barras presentan la media + EE. p>0.05.

niveles de BUN a ningun tiempo. Entonces podemos decir que en este esquema de tratamiento con FeNTA
(comenzando con dosis mas pequenas hasta llegar a 9 mg Fe/Kg) no se provoca dafio en la funcién renal, a
diferencia de lo observado en los grupos tratados con el esquema FeNTA fijo (Figura 35). Con esto concluimos
que el esquema de tratamiento con FeNTA gradual probado no induce insuficiencia renal, ni aguda, ni crénica.
La funcion renal también se evaludé mediante la determinacién de excrecién de proteinas totales en orina en una
muestra obtenida al término del protocolo (Figura 42). En ningun grupo de estudio se observé diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control y, aunque se ve un ligero aumento en la proteinuria en el
grupo DEN+FeNTA gradual, este no fue significativo. Esto confirma la conclusién de que no se esta induciendo
dafio en la funcién renal, por lo que podemos decir que el comportamiento observado durante el esquema de
tratamiento con dosis graduales de FENTA es similar al curso de la enfermedad en el humano, donde el cancer

se desarrolla sin alterar la funcién renal.
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Figura 42. Determinacion de la excrecidon urinaria de proteinas totales al término del protocolo Il correspondiente al
esquema de tratamiento FeNTA gradual. La excrecién de proteinas totales no presenté cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los grupos estudiados. Las barras representan la media + EE. p>0.05.

4.5.2.2 Determinacion de estrés oxidante

El estrés oxidante se determiné en el tejido renal extraido al término del protocolo Il. Con base en los
resultados mostrados en la figura 43, podemos decir que al término del estudio los niveles de peroxidacion
lipidica, proteinas oxidadas y peréxido de hidrégeno fueron normales en todos los grupos. Estos resultados
coinciden con los presentados en el esquema de FeNTA fijo (Figura 37). Al igual que en los otros estudios
donde no se observo estrés oxidante, los resultados pueden explicarse con base en las observaciones de
Dévalos (2006) y Cruz (2007), en donde el estrés oxidante inducido una hora después de la administracién de
FeNTA regresa a valores normales aproximadamente a las 6 horas y por tanto al tiempo que se tomaron las

muestras en nuestros protocolos los parametros analizados ya estan en niveles normales.

Entonces, para demostrar que se estaba induciendo dafio oxidante durante el desarrollo del protocolo II,
se midi6 la lipoperoxidacion una hora después de la administracién del carcinbgeno en muestras de suero
tomadas en la semana 13 (administracion de FeNTA numero 26). En la figura 44 se puede observar que los
grupos tratados con FeNTA gradual y con DEN+FeNTA gradual se induce estrés oxidante, y que el EST en el
grupo EST+DEN+FeNTA gradual, a dosis de 100 mg FT/Kg/dia, reduce dicho estrés, aunque esta disminucion
no es suficiente para alcanzar los niveles normales observados en el grupo control. Estos resultados confirman
la induccion de estrés oxidante y que éste se observa solo poco tiempo después de la exposicidon al FeNTA. Por
otro lado, la dosis experimental de EST no exacerbé el estrés oxidante (Figura 44) ni los niveles de proteinas
totales en orina (Figura 42) como ocurrié en el esquema con FeNTA fijo. Para corroborar nuestra teoria de que
la exacerbacién del dafo en el FeNTA fijo se podia explicar por un exceso de EST recibido, en este protocolo Il

también se midi6 el volumen bebido de agua con o sin EST para determinar la dosis experimental de fenoles
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Figura 43. Marcadores de estrés oxidante en rifidén al término del protocolo Il correspondientes al esquema de tratamiento FeNTA gradual.
Lipoperoxidacion (Panel A), proteinas oxidadas (Panel B) y produccion de peréxido de hidrégeno (Panel C). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los marcadores de estrés oxidante en ninguno de los grupos estudiados. Las muestras se tomaron
aproximadamente 2 meses después de la Ultima administracién de FENTA a la dosis de 9 mg Fe/Kg. Las barras representan la media + EE.

totales administrada (Figura 45). En este caso, a diferencia del esquema FeNTA fijo, en el grupo
EST+DEN+FeNTA gradual no hubo cambios en el volumen de agua bebido (Figura 45, Panel A), y por tanto la
dosis de EST administrada (104.4 mg FT/Kg/dia) fue la misma a la calculada (Figura 45, Panel B). Estos
resultados nos permiten concluir que la dosis de EST elegida (100 mg FT/Kg/dia) disminuye el estrés provocado
por FeNTA en el esquema FeNTA gradual, mientras que la combinacién de dosis altas de FeNTA y de EST

(154.9 mg FT/Kg/dia) que se administraron en el esquema FeNTA fijo exacerbaron el estrés oxidante.
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Figura 44. Determinacion de la lipoperoxidacion en muestras de suero una hora después de la administraciéon de FeNTA numero 26 en la
semana 13 de tratamiento con FENTA gradual del protocolo Il. Los resultados demuestran la producciéon de estrés oxidante por FENTA
durante el desarrollo del protocolo de carcinogénesis renal. En este esquema de exposicion a FeNTA el EST en el grupo EST+DEN+FeNTA
gradual disminuyé parcialmente el estrés oxidante producido por el tratamiento con DEN+FeNTA gradual. Las barras representan la media
+ EE. Columnas con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 45. Volumen de agua o extracto bebido (Panel A) y la dosis experimental promedio de fenoles totales administrada (Panel B)
durante el protocolo Il correspondientes al esquema FeNTA gradual. El volumen de EST bebido en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual fue
estadisticamente igual al grupo control, por tanto en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual no hubo cambios en el volumen de agua bebido y

por tanto la dosis administrada fue igual a la calculada. Las barras representan la media + EE. Columnas con letras diferentes presentan
diferencia estadisticamente significativa.

4.5.2.3 Analisis del desarrollo de CCR en el esquema FeNTA gradual

La figura 46 muestra fotografias representativas de la apariencia macroscépica de los rifilones de los
diferentes grupos de estudio (Control, EST, DEN, FeNTA gradual, DEN+FeNTA gradual y EST+DEN+FeNTA
gradual). Los rifiones de los grupos tratados con EST y DEN mostraron una apariencia idéntica a aquéllos del
grupo control. El grupo tratado soélo con FeNTA gradual no presentd tumores evidentes y mantuvo una
apariencia similar a la mostrada en el grupo control, demostrando asi que con este tratamiento no se indujo
CCR. Este resultado esta apoyado por la baja incidencia de CCR reportada en la literatura (12-20%) en ratas
tratadas unicamente con FeNTA mediante un esquema de tratamiento similar (Athar, et al., 1998; Ansar, et al.,
1999; Khan, et al., 2005; Jahangir, et al., 2006; Igbal, et al., 2007). Con este esquema se requiere mantener a
los animales durante periodos mas prolongados (mayores a un afio) para que la incidencia del CCR aumente
(Tanaka, et al., 1998 y observaciones en nuestro laboratorio). En el grupo DEN+FeNTA gradual si se

65



desarrollaron tumores, por lo que podemos afirmar que, a diferencia de los grupos tratados con el esquema
DEN+FeNTA fijo y del grupo tratado unicamente con FeNTA gradual, con este esquema de tratamiento se
indujo de manera exitosa el CCR. Probablemente en este caso los animales pudieron adaptar sus defensas
antioxidantes evitando asi el alto indice de mortalidad presentado en el tratamiento con FeNTA fijo y, por tanto,
permitiendo el desarrollo de tumores. Por otro lado, el EST protegié contra el desarrollo de CCR, ya que los
tumores en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual se presentaron en menor proporcion y fueron mas pequefios
que los observados en el grupo tratado con DEN+FeNTA gradual, como se puede apreciar en la figura 46. Para
calcular la incidencia de CCR en los grupos que presentaron tumores, se determiné el nimero de animales con
CCR y el numero total de tumores en cada grupo apoyandonos en los resultados de los analisis histolégicos. En

la tabla 21 se presentan estos resultados, asi como el porcentaje de animales con CCR respecto a la cantidad

[ Control ] [ EsT ] ([ DEN ]

/—[FeNTA gradual]—\
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Figura 46. Apariencia macroscépica de los rifiones en los distintos grupos de estudio correspondientes al esquema FeNTA gradual.
Fotografias representativas de rifiones al final del protocolo Il. Los grupos tratados con EST, DEN y FeNTA gradual no presentaron
desarrollo evidente de tumores. En el grupo tratado con DEN+FeNTA gradual se logré inducir el CCR (en 13 de 19 animales estudiados).
En el grupo EST+DEN+FeNTA gradual los tumores se presentaron en menor proporcion (en 9 de 19 animales estudiados) y fueron mas
pequeiios que los observados en el grupo tratado con DEN+FeNTA gradual.
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total de animales tratados y la proporcion de animales con tumores unilaterales o bilaterales. En estos
resultados se puede observar que el EST disminuyé en un 21.05% la incidencia de CCR, sin embargo, de
acuerdo a la prueba de Fisher, no hay diferencia estadisticamente significativa. Asi mismo, el EST disminuyo el
nuamero total de tumores presentados en el grupo EST+DEN+FeNTA gradual (15 tumores) respecto al grupo
DEN+FeNTA gradual (26 tumores).

Tabla 21. Incidencia de cancer renal inducido con el esquema de exposicién a FeNTA gradual
No. de animales = No. de animales  No. de animales con tumores No. total de
tratados con CCR unilaterales bilaterales tumores
DEN+FeNTA gradual 19 13 (68.42%) 8 (61.54%) 5 (38.46%) 26
EST+DEN+FeNTA gradual 19 9 (47.37%) 6 (66.67%) 3 (33.33%) 15

Tratamiento

La disminucioén en la incidencia de CCR por el tratamiento con EST, puede atribuirse a la proteccion
parcial que ejerce éste contra el estrés oxidante producido por FeNTA (Figura 44). Se requiere de estudios
como la caracterizacion del EST para saber qué compuestos o qué combinacion de éstos pudiera tener mayor
efecto contra el estrés oxidante, o bien, modificar la dosis de EST a una intermedia entre utilizada y aquélla en
la que se obtuvo el efecto pro-oxidante para tener mayor proteccion contra el dafio oxidante producido por el

carcinégeno, y por tanto una mayor proteccién sobre la incidencia de CCR.

4.5.2.4 Analisis histolégicos

Para determinar el subtipo histolégico en el modelo de carcinoma de células renales inducido por
FeNTA, se realizaron analisis histolégicos utilizando una tincidon con hematoxilina y eosina. La asignacién del
subtipo histolégico se realizd de acuerdo a la clasificacion UICC/AJCC basada en las recomendaciones
acordadas en Heidelberg (1996). En la figura 47 se muestran fotomicrografias representativas de la apariencia
histolégica de tejido sano, tejido tumoral y tejido con quistes renales. En las muestras de tejido sano (S) (Panel
A) se puede apreciar la presencia de glomérulos (G) y tubulos proximales (P) y distales (D) bien definidos. En el
panel B se muestran cortes de rifion en donde se identificé crecimiento tumoral; en la regién donde se
encuentra el tumor (T), a diferencia del tejido sano (S), no se observan las estructuras regulares de glomérulos
o de tubulos; en cambio, se pueden observar células asociadas con un citoplasma claro, el cual es un patrén
caracteristico del CCR de células claras. En otras areas del rifién también se encontraron quistes (Q), los cuales
pueden identificarse por presentar una dilatacion marcada del espacio glomerular o tubular y sin ninguna
estructura en su interior (Panel C). Los resultados de los analisis histolégicos de los tumores de CCR inducidos

por FeNTA mostraron que el subtipo histolégico fue de células claras en todos los casos.

La determinacion del subtipo histologico es importante como primer paso para la caracterizacién del
modelo, ya que existen algunas discrepancias en la literatura al respecto. Toyokuni y colaboradores (1998)
reportaron que los tumores con histologia del subtipo de células claras eran raros en este modelo, y que cuando
se presentaban, no se encontraban en estado puro, ya que en el 17.6% de los tumores que estudiaron se

encontraba mezclado con un subtipo de morfologia granular. Otros estudios de histopatologia en tumores de
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cancer renal inducidos con DEN y FeNTA revelaron adenocarcinoma con un patrén de crecimiento acinar o
papilar en el 40% de los animales (Athar, et al., 1998). De acuerdo a la clasificacién actual de los subtipos
histolégicos (WHO, 2004; UICC/AJCC), la morfologia granular encontrada por Toyokuni (1998) podria
corresponder al subtipo croméfobo, en cambio, el patrén de crecimiento papilar encontrado en los estudios

realizados por Athar (1998) corresponderia al subtipo papilar, y el acinar al subtipo de células claras. En nuestro
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Figura 47. Andlisis histolégicos de los tumores presentados con el esquema FeNTA gradual. Fotomicrografias de tejido renal sano (S)
(Panel A), tejido tumoral (T) (Panel B) y tejido con quistes renales (Q) (Panel C). Tincion con hematoxilina-eosina (200X). G= Glomérulo, P=
Tubulo proximal, D= Tubulo distal. El subtipo histoldgico de los tumores inducidos por FeNTA fue de células claras en todos los casos
(Panel B). Estudios realizados en colaboracion con el Dr. Javier Sdnchez Gonzalez, Mayor Médico Cirujano y Jefe de la Subseccién de
Biologia Celular y Tisular de la Escuela Médico Militar.
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caso todos los tumores obtenidos fueron de células claras, y la diferencia entre nuestros resultados y aquéllos
publicados por otros autores puede deberse a que en esa época la clasificacion histolégica no estaba

totalmente definida.

Ademas de la identificacion del subtipo histoldgico y de la incidencia, se evaluaron otras caracteristicas
como el grado nuclear y el tamafio de los tumores obtenidos. Estas caracteristicas se eligieron debido a que
diversos estudios, han demostrado que sélo las caracteristicas patolégicas como tamafo del tumor, grado
Fuhrman e invasiéon tumoral microvascular siguen siendo los factores de prediccién independientes de
supervivencia mas confiables en el humano (Dall’Oglio, et al., 2007). Adicionalmente, el grado nuclear
Fuhrman, debido a su simplicidad y a la correlacion demostrada con el prondstico del paciente, se considera un
indicador del estado patolégico del CCR (Serrano, et al.,, 2008). Entonces, el grado de avance del tumor se
asigno utilizando el criterio de grado nuclear propuesto por Fuhrman descrito en la seccioén 3.1.7 (Fuhrman,
1982; Skinner, 1971; Thomas et al., 2008). En la figura 48 se muestran ejemplos de los distintos grados

nucleares obtenidos en tumores del grupo DEN+FeNTA gradual. Posteriormente se comparo la proporcién de

Fuhrman 1 Fuhrman 2

Fuhrman 3 Fuhrman 4

Figura 48. Evaluacién del grado de alteraciéon en la morfologia nuclear de tumores obtenidos en el grupo FeNTA gradual utilizando el
criterio propuesto por Fuhrman. Fotomicrografias representativas de los diferentes grados Fuhrman en los tumores obtenidos en el grupo
DEN+FeNTA gradual tefiidos con hematoxilina-eosina (200X). Estudios realizados en colaboracién con el Dr. Javier Sanchez Gonzalez,
Mayor Médico Cirujano y Jefe de la Subseccion de Biologia Celular y Tisular de la Escuela Médico Militar.
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tumores que se presentd con cada grado Fuhrman en los grupos tratados con DEN+FeNTA gradual y
EST+DEN+FeNTA gradual para determinar el grado de avance de CCR. En la figura 49 se puede observar que
en el grupo DEN+FeNTA gradual se obtuvieron tumores con grados Fuhrman 1 a 4, mientras en el grupo
EST+DEN+FeNTA gradual sélo se obtuvieron tumores hasta el grado 3, es decir, no se obtuvo ningun tumor

con el grado Fuhrman mas avanzado (F4).

4/8

4/11 4/11

2/8 2/8

2/11

1711

Porcentaje (%)

0/8

Grado Fuhrman

Figura 49. Efecto del EST sobre el grado Fuhrman presentado en los tumores obtenidos en los grupos DEN+FeNTA gradual y
EST+DEN+FeNTA gradual. Las cifras en la parte superior de cada columna representan la relaciéon del numero de tumores con el grado
Fuhrman correspondiente (F1, F2, F3 o F4) con respecto al nimero de tumores analizados en cada grupo de estudio. En el grupo
DEN+FeNTA gradual se obtuvieron tumores con grado Fuhrman 1-4 y con el EST sélo se obtuvieron tumores hasta el grado Fuhrman 3.

El tamafio del tumor también es importante por si mismo como un factor de prondstico en muchos tipos
de cancer, independiente del estado patoldgico; ademas, se ha demostrado que es uno de los factores de
prondstico mas significativos en el CCR (Yoo, et al.,, 2008). En la figura 50 se representa el porcentaje de
tumores obtenidos con los diferentes tamafios en escala del 1 al 5 en los grupos DEN+FeNTA gradual y
EST+DEN+FeNTA gradual. El nimero 1 representa el tumor mas pequefio y el numero 5 el tumor mas grande.
A partir de estos resultados se puede apreciar que el numero de tumores con tamafios mayores (3, 4 y 5)
disminuye con el tratamiento con EST. Este comportamiento indicaria que el EST retarda el grado de avance
con respecto al encontrado en el grupo DEN+FENTA gradual, y aunque no se observé diferencia significativa,
estos resultados correlacionan con el estado patoldgico determinado por el grado Fuhrman, ya que en el grupo

tratado con EST sélo se obtuvieron tumores hasta el grado Fuhrman 3. Por otro lado, un estado patolégico
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Figura 50. Efecto del EST sobre el tamafio de los tumores de CCR. Las barras representan el porcentaje de tumores con los diferentes
tamanos en escala del 1 al 5 con respecto a los tumores totales donde el niumero 1 representa el tumor mas pequefio y el numero 5
representa el tumor mas grande. Las cifras en la parte superior de cada columna representan la relacion del niumero de casos presentados
con el tamano del tumor especificado con respecto al nimero total de tumores obtenidos en cada grupo de estudio. El tratamiento con EST
disminuyd la proporcién de tumores con tamafios mas avanzados.

como factor de prondstico puede disminuir marcadamente por la presencia o ausencia de otros factores
(Mancini, et al., 2008). Asi mismo, estudios clinicos confirman que cualquiera de los puntos de corte definidos
en diferentes actualizaciones de la clasificacion “tumor, nodulacion, metastasis” (TNM) concuerdan en que el
tamafo del tumor se encuentra asociado con la supervivencia. Por lo anterior, se puede decir que el EST

retardo el avance del CCR.
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V. RESUMEN DE RESULTADOS

Andlisis del extracto de semillas de tamarindo

o El extracto de semillas de Tamarindus indica L. (EST) presenté un alto contenido de compuestos
fendlicos y una notable capacidad de inactivacion del radical superoxido.

e EI EST presentd buena estabilidad a largo plazo, el método de extraccion fue reproducible y la materia
prima fue similar.

Estudios agudos

e En el estudio agudo (una hora después de la administracion de FENTA) se demuestra la induccion de
estrés oxidante.

e EI EST a una dosis de 100 mg FT/Kg/dia disminuye la produccién renal de peroxido de hidrogeno
inducida una hora después de tratamiento con FeNTA.

e Una dosis de 150 mg FT/Kg/dia del EST tiene un efecto pro-oxidante.

Protocolo |

e El indice de mortalidad es muy alto después de dos administraciones consecutivas de FeNTA a dosis
de 9 mg Fe/Kg.

e EI EST (100 mg FT/Kg/dia) protege de manera significativa contra el dafio severo en la funcion renal
inducido por las dos administraciones de dosis altas de FeNTA.

Protocolo Il

e Una dosis unica de DEN disminuye el peso corporal de las ratas, pero no altera los parametros
estudiados en rifidn (funcidn renal y estrés oxidante).

e EI EST administrado a una dosis de 100 mg/FT/Kg de manera crénica no tiene efectos pro-oxidantes,
antinutricionales o sobre la funcién renal.

Esquema de administracién con FeNTA fijo

o Elindice de mortalidad es alto después de la administracién de dosis iniciales de FeNTA de 7mg Fe/Kg.

o EIFeNTA con este esquema de tratamiento induce insuficiencia renal aguda y probablemente crénica.

e El extracto protege de manera significativa contra el dafio en la funcién renal inducido por FeNTA.

Esquema de administracién con FeNTA gradual

e El esquema de tratamiento con aumento gradual de la dosis de FeNTA permitié llegar a dosis altas del
mismo disminuyendo sensiblemente el indice de mortalidad.

e Se comprobd la produccién de estrés oxidante durante el desarrollo de este protocolo y su proteccion
parcial gracias al EST.

e Con este esquema de tratamiento se logré inducir el CCR y no se observé insuficiencia renal.

o El subtipo histolégico en todos los tumores analizados fue de células claras.

¢ Aunque la diferencia entre el tratamiento con o sin EST no fue estadisticamente significativa, el EST
disminuyd la incidencia de CCR en un 21.05%.

e Con base en el tamafio de los tumores y el grado Fuhrman se puede decir que el EST a una dosis de
100 mg fenoles totales/Kg/dia retardd el avance del CCR.
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VI. CONCLUSIONES

Se consiguidé obtener un extracto rico en polifenoles a partir de semillas de tamarindo (EST) con una
gran capacidad de inactivacién de radical superéxido.

Se logré implementar un esquema de tratamiento de exposiciones repetidas a FENTA con el que se
desarrollé el carcinoma de células renales sin alterar la funcion renal, comportamiento similar al curso
de la enfermedad en el humano.

Se establecié que el subtipo histologico de los tumores inducidos por FeNTA corresponde al de células
claras.

El EST a una dosis de 100 mg fenoles totales/Kg/dia retardd el avance del CCR y disminuyé su
incidencia en un 21.05%.

La proteccién obtenida por el EST contra el cancer puede explicarse por la proteccion parcial contra el

estrés oxidante.
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VIl. APENDICE

A. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

» Carbonato de sodio 1M
Pesar 26.5g de Na,COg3, disolver en agua destilada y aforar a 250 mL.

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

» Folin 2N
Hacer una dilucion 1:10 con agua destilada.

B. INACTIVACION DE ANION SUPEROXIDO

Soluciones para la preparacion de la mezcla de reaccion
» Xantina 0.3 mM
Pesar 0.022833g de xantina, agregar 4-5 mL de Na,CO3;400 mM y aforar con 500 mL de agua destilada.

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

» Azul de nitrotetrazolio (NBT) 150 uM
Pesar 0.0368g de NBT Yy disolverlos en 300 mL de agua destilada con agitacién.

> Na,CO; 400 mM
Pesar 21.2 g de Na,CO; y disolver en 500 mL de agua destilada con agitacion.

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

Mezcla de reaccion
Mezclar las soluciones en el volumen indicado a continuacion:

Reactivo Volumen
e Xantina 30 mL
e EDTA 15 mL
e NBT 15 mL
[ Nach3 9mL
e ABS 4.5 mL

Total 73 mL

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

» Sulfato de amonio 2M
Pesar 66g de sulfato de amonio y aforar en 250 mL de agua destilada.

» Xantina oxidasa 168 U/L

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

168U x=1750mg x=1.75mg 1mL

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

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

» Amortiguador de fosfatos (20 mM, pH:7.4)
Pesar 0.0267g de KH,PO, y 0.0431 g de Na,HPO, para preparar 25 mL de solucién.

» Tris HCI 20 mM pH:7.4
Pesar 0.1576 g de Tris-HCI disolver en agua desionizada, ajustar el pH y aforar a 50mL.

» Estandar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO) 10 mM en Tris-HCI 20 mM pH: 7.4
Tomar 16.47 uL de TMPO vy aforar a 10 mL con Tris-HCI 20 mM pH:7.4

> Estandar deTMPO 20 uM
Diluir el estandar de TMPO 10 mM en Tris-HCI 20 mM en proporcién 1/500 en agua destilada (0.1 mL de

TMPO 10 mM en 50 mL de agua destilada)

» 1-metil-2-fenilindol 10 mM en acetonitrilo
Disolver 0.020728g de 1-metil-2- fenilindol en 10 mL de acetonitrilo.

» Mezcla 1-metil-2-fenilindol 10 mM/metanol proporcién 1:3
Mezclar 6 mL de metanol con 19 mL de estandar de 1-metil-2-fenilindol 10 mM

D. CUANTIFICACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO
» Amortiguador de fosfatos (100 mM, pH:7.4)
Pesar 5.37g de Na,HPO4*12H,0 y 1.35 de NaH,PO,*1H,0 disolver en agua desionizada y aforar a 250 mL

» Peroxido de hidréogeno 25 mM
Diluir 285 uL de H,O, al 30% de agua destilada

» Peréxido de hidrégeno 100 uM
Hacer una dilucién 1:250 del estandar de perdxido de hidrégeno 25 mM (tomar 200 ulL y diluirlos en 50 mL
de agua destilada)

> Reactivo de Fox
naranja de xilenol (3.3 -bis[N,N-di(carboximetil)-aminometil]-o-cresolsulfona-fenolftaleina, sal

sodica)

Solucién 1. Hidroxitolueno butilado (BHT) 4mM en metanol
Pesar 0.0157g de BHT y dissolver en 18 mL de MeOH

Solucién 2. Naranja de xilenol 1mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56mM
Pesar 1.52 mg de naranja de xilenol y 2 mg de Fe(NH,4)(SO,), y disolverlos en 2 mL de H,SO4 250 mM
Mezclar las soluciones 1y 2 (proporcion 9:1 (v/v) respectivamente)

> Acido sulfarico 250 mM
Tomar 0.7 mL de H,SO, concentrado y aforar en 50 mL de agua.

E. PROTEINAS OXIDADAS
» Amortiguador de fosfatos (50 mM, pH:7.4 con inhibidores de proteasas, EDTA 1mM y Triton

0.1%).
Pesar la cantidad de cada reactivo descrita a continuacion:
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Para 100mL Peso

o Na,HPO, 0.278 g
e NaH,PO,=H,0 |0.4194g¢g
o EDTA 0.372 g
o Na,CO;3 0.0005 g
e |eupeptina*® 0.0005 g
e Aprotinina* 0.0005¢g
e Pepstatina® 0.0007 g
o Triton 0.1 mL

Ajustar a pH:7.4 y aforar a 100mL con agua destilada

* o disolver una tableta (Protease inhibitor cocktail tablets, Complete mini Roche) por cada 10 mL de solucién.

» Sulfato de estreptomicina al 10% en amortiguador de fosfatos 50mM con inhibidores de
proteasas, EDTA, triton

Pesar 1 g de sulfato de estreptomicina y disolver en 10 mL del amortiguador de fosfatos 50mM con
inhibidores de proteasas, EDTA, y triton.

> Acido tricloroacético al 20%
Pesar 20 g de TCA y disolverlos en 100 mL de agua destilada.

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

» Guanidina 6M en amortiguador de fosfatos 20mM pH 2.3
Pesar 11.4636 g de guanidina HCI y aforar a 20mL con amortiguador de fosfatos 20 mM pH 2.3

» Amortiguador de fosfatos 20mM pH2.3

Pesar 0.7584 g de K;HPO,*3H,0 y 0.092 g de KH,PO,. Ajustar al pH indicado y aforar con 200 mL de agua
destilada.

» Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM
Pesar 0.0495 g DNPH y disolver en 25 mL de HCI 2.5M

» HCI 2.5M
Adicionar 10 mL de HCI concentrado a 40 mL de agua destilada.

» Mezcla etanol-acetato de etilo (1:1)
Mezclar proporciones iguales de etanol y acetato de etilo.

» Albumina sérica bovina (4mg/mL de guanidina)
Pesar 4 mg de ABS y disolver en guanidina 6M

F. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

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

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

» Estandar albumina sérica bovina al 0.05%
Pesar 0.05 g de ABS y aforar con 100 mL de agua destilada.
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» Solucién A:
Preparar una solucion con Na,COj al 2%, NaOH al 0.4%y tartrato de sodio al 0.02% en agua destilada.

» Solucién B
Preparar una solucion con sulfato de cobre al 0.5% en agua destilada.

» Solucion C
Mezclar la solucién B y la solucion A en proporcion 1:50 respectivamente.

» Solucion D
Diluir Folin 1N con agua destilada en proporcién 1:2.

G. CUANTIFICACION DE CREATININA
» Reactivo de trabajo

Se prepara mezclando volumenes iguales de una solucion de acido picrico 17.5 mM con una de hidréxido
de sodio 0.29 M.

H. CUANTIFICACION DE NITROGENO UREICO SANGUINEO

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

I. PREPARACION DE N-DIETILNITROSAMINA (DEN)

La solucion de N-dietilnitrosamina se prepara disolviendo la cantidad requerida de acuerdo a la dosis

200 mg/Kg en solucién salina.

J. PREPARACION DE NITRILOTRIACETATO DE HIERRO (FeNTA)

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

ajustd a pH: 7.4 con bicarbonato de sodio 120 mM.

Reactivos

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

> Nitrilotriacetato de sodio Na,NTA 320 mM
Pesar 1.8809 g de Na,NTA en 25 mL de solucion de bicarbonato 120 mM
Tomar 20 mL de esta solucién y mezclarla con 10 mL de nitrato de hierro Fe(NO3); *9H,0 160 mM

» Bicarbonato de sodio NaHCO; 120 mM (Vehiculo del carcin6geno)
Pesar 0.504g de NaHCOj; y aforar con 50 mL de agua desionizada.
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Para preparar 30 mL de solucién de FeNTA se mezclan 10 mL de nitrato de hierro 160 mM con 20 mL
de nitrilotrlacetato de sodio 300 mM, y se agregan 0.2 g de bicarbonato de sodio 120 mM lentamente y con
agitacion para ajustar a pH 7.4. Una vez obtenido el pH deseado, se interrumpe la agitaciéon con la finalidad de

mantener constante este pH por mayor tiempo.

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

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

la primera solucion de FeNTA.

Precauciones
Para preparar la solucion de nitrato de hierro 160 mM, disolver lentamente el nitrato de hierro en
bicarbonato de sodio 120 mM ya que la efervescencia de este reactivo puede ocasionar derrame de la solucion

antes de completar el aforo. La soluciéon de FENTA debe protegerse de la luz.

K. PERFUSION

» Solucién Krebs-Ringer

Reactivos

e Cloruro de sodio (NaCl) 128 mM
e  Cloruro de potasio (KCI) 5 mM
e Fosfato monobasico de potasio anhidro (KH,PO,) 1.3 mM
e Sulfato de magnesio (MgSQ,) 1.3 mM
e Cloruro de calcio (CaCl,) 21 mM
e Bicarbonato de sodio (NaHCOj3) 14 mM
e Glucosa 10 mM
e Albumina sérica bovina (ABS) 1 mg/mL

Adicionar todos los componentes indicados, ajustar a pH: 7.4 y aforar con agua destilada.
» EDTA 250 mM

Pesar 23.27 g de EDTA y aforar con 250 mL de agua destilada. Agregar 0.5 mL de EDTA 250 mM por cada

200mL de solucion Krebs-Ringer.
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