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Evaluacion del Uso de (-)-Epicatequina en la Prevencion de la Nefrotoxicidad Causada

por Doxorrubicina en Ratones

1. RESUMEN

La nefrotoxicidad es uno de los efectos tdxicos mas importantes causada por el uso de
antraciclinas utilizadas en el tratamiento quimioterapéutico, provocando asi que su uso en la
clinica se vea reducido. Diversos estudios han demostrado que la (-)-Epicatequina (compuesto
flavonoide natural) tiene propiedades capaces de proteger 6rganos de retos estresantes. El
objetivo de este estudio fue investigar in vivo, los posibles efectos nefroprotectores atribuidos
de (-)-Epicatequina contra los efectos adversos inducidos por el tratamiento con Doxorrubicina.
El presente estudio, no logré evidenciar un dafio renal asociado al tratamiento con el agente
nefrotoxico Doxorrubicina mediante la determinacion de indicadores de funcion renal,
antioxidante y mitocondrial, impidiendo asi la evaluacion de los posibles efectos

nefroprotectores de (-)-Epicatequina.

2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cancer como un conjunto de
enfermedades caracterizadas por un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado de
células, clasificandolo como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo con 8,2 millones de muertes al afio y 14 millones de nuevos casos en el afio 2012 (OMS,

2015).



En la actualidad, los tratamientos antineoplasicos clasicos (quimioterapia) se utilizan
ampliamente debido a la gran cantidad de sujetos (tanto nifios como adultos) a nivel mundial
que sufre de estos padecimientos. La quimioterapia utiliza agentes quimicos para interrumpir el
crecimiento y provocar la destruccion de las células cancerigenas. Sin embargo este tratamiento
no logra distinguir entre ambas células, afectando también a aquellas células normales con una
rapida tasa de crecimiento. (Radish, 2013).

Desde la introduccién de Doxorrubicina (DOX) en 1969, este antibiotico ha demostrado una
alta eficacia antitumoral en el tratamiento de una gran diversidad de neoplasias que afectan
tanto nifios como adultos (Rade Injac M. B., 2008). Sin embargo, debido a su inespecifica
accion sobre el linaje celular, y dado su alto grado de toxicidad en diversos érganos, su uso
clinico se ve limitado (C. Cervalho, 2009).

Estudios recientes han demostrado que DOX puede producir sindrome nefrotico caracterizado
por proteinuria, albuminuria, hipoalbuminemia e hiperlipidemia (Bertani T, 1982; Milner,
1991), ademas de un aumento en la permeabilidad capilar, atrofia, y vacuolizacion del

glomérulo, conduciendo asi a insuficiencia renal.

A pesar de los esfuerzos para identificar factores de riesgo, desarrollar andlogos menos toxicos,
y detectar una toxicidad subclinica temprana, no hay consenso sobre el mejor enfoque para

evitar los efectos secundarios inducidos por esta antraciclina (Pimprapa Vejpongsa, 2014).

Recientemente ha surgido interés en la basqueda de tratamientos complementarios para reducir
la toxicidad por agentes quimioterapéuticos, como por ejemplo la administracion de
flavonoides, compuestos naturales que han demostrado en diversos estudios en modelos
animales disminuir los efectos adversos de este tipo de agentes sin comprometer su efectividad

(Jose L. Quiles, 2002; Sadzuka, 1997).



Este estudio pretende demostrar que el uso de (-)-Epicatequina EPI limita el dafio renal causado
por DOX asi como resaltar que su administracion en conjunto con la terapia antitumoral podria
ser una aportacion de gran relevancia ya que permitiria utilizar farmacos antineoplasicos de este
tipo a la vez que se aminora su toxicidad.

Ademas, ya que este estudio es un estudio traduccional se pretende que, de obtenerse resultados
favorables, se pudieran proponer estudios clinicos para evaluar la administracion de EPI a

pacientes candidatos al uso de DOX ya que este flavonoide aparenta ser altamente seguro.

3. MARCO TEORICO

Las antraciclinas son agentes antineoplasicos muy eficaces con un amplio espectro antitumoral,
incluyendo muchos tumores so6lidos y leucemias (Azza A. K. EI-Sheikh, 2012).
Desafortunadamente, su uso clinico se ve limitado debido a la toxicidad dosis dependiente que

ejerce sobre diversos 6rganos (Chengqun Huang, 2010; O'Donell M.P., 1985; Koima S., 1993).

DOX, es un antibidtico producido por la bacteria Streptomyces peucetius (FIGURA 1),
(Giorgio Minotti, 2004) que posee un amplio espectro antitumoral en ciertos canceres humanos,
incluyendo cancer de mama, carcinoma de células pequefias del pulmén y leucemia aguda
(Jaroslaw Dudka, 2012). El uso Optimo de DOX se encuentra limitado dados sus efectos

secundarios, siendo de los méas importantes la cardiotoxicidad, hematotoxicidad, nefrotoxicidad

y hepatoxicidad dosis-dependiente (Mahmoud A. Mansouru, 1999) (Radish, 2013; Feti Tulubas,

0} OH O

2013).

Figura 1. Estructura de Doxorrubicina



Investigaciones previas sugieren que los efectos tdxicos que DOX induce parecen estar
relacionados con la dosis total del farmaco administrada a los pacientes (Lefrak, 1973; Cortes,
1978; Von Hoff, 1979). A pesar de las variaciones entre los pacientes en su tolerancia a DOX,
una dosis empirica limite de 500mg/m? de 4rea de superficie corporal ha sido sugerida como
una estrategia para minimizar el riesgo de cardiomiopatia. Sin embargo, en un estudio realizado
en 2003, la incidencia de insuficiencia cardiaca reportada fue de 5%, 16% y 26% para una dosis
acumulada de Doxorrubicina de 400, 500, y 550 mg/m?, respectivamente, lo que resulté en una

modificacién de la dosis a un rango de 400-450 mg/m? (Swain SM, 2003).

Se ha observado que DOX produce nefrotoxicidad caracterizada por sindrome nefrotico
(hipoalbuminemia, proteinuria, alouminuria e hiperlipidemia) (Narayan Vekatesan, 2000; Joyce
Trujillo, 2013) ademaés de atrofia tubular, vacuolizacion y necrosis del glomérulo y tabulos

colectores (Ayla S, 2011).

Se han descrito en dos tipos de nefrotoxicidad: a corto plazo o aguda, la cual aparece después de
su administracion y generalmente es reversible (Carla Patricia Carlos, 2014; Seiya Okuda,
1986); y a largo plazo o cronica, caracterizada por extensas lesiones glomerulares, dilatacion
tubular y fibrosis y que usualmente desencadena un deterioro en la funcion renal (Seiya Okuda,

1986).

El mecanismo de accién de DOX puede dividirse de acuerdo a su accidn principal, es decir

mecanismo antitumoral y el mecanismo por el cual genera toxicidad.



3.1 Mecanismo antitumoral

Diversas teorias sugieren su intercalacion entre los pares de bases de las cadenas de ADN
(Rade Injac M. B., 2008) lo que provoca un blogueo del ciclo celular de la fase G2, previniendo
la replicacion de las células cancerosas de crecimiento rapido, la activacion de las cascadas de
inflamacién, la programacion de muerte celular (apoptosis) e inhibicién de la Topoisomerasa Il

(Memy H. Hassan, 2014; Giorgio Minotti, 2004; Sinha BK, 1984).

3.2 Mecanismo de Nefrotoxicidad

El mecanismo por el cual DOX causa nefrotoxicidad no es del todo conocido sin embargo, la
formacion de Radicales Libres de Oxigeno (ERO) (Pristos C.A., 2000), dafio oxidativo
dependiente de Hierro (Abo-Salem, 2011) y el dafio mitocondrial (Alessandra Stacchiotti, 2014)

son los mecanismos propuestos con mayor frecuencia.

La biotransformacion de DOX en su correspondiente semiquinona mediante reacciones de
Oxido-reduccion (Vishal B Jadhav, 2013; Bachur N., 1979) regenera rapidamente su quinona al
oxidar el O, a sus especies reactivas de Oxigeno como el radical superdxido, radical hidroxilo o
perdxido de hidrogeno y puede darse por accion enzimatica (NADH deshidrogenasa, Citocromo
P450 Reductasa), o por su union al Hierro (Giorgio Minotti, 2004). Este proceso produce un

nivel extremadamente alto de estrés oxidativo (EO) (Memy H. Hassan, 2014).
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El estrés oxidativo es un término que denota un desequilibrio entre la produccion de oxidantes
(ERO) vy los respectivos sistemas de defensa del organismo (antioxidantes). (Seval Yilmaz,
2005). En condiciones normales, la generacion excesiva de estos ERO es contrarrestada
mediante el sistema de defensa antioxidante del organismo como glutation y enzimas
antioxidantes: El radical Superdxido generado es catabolizado por la enzima Superdxido
Dismutasa (SOD) a Oxigeno y Peroxido de Hidrogeno (H20). ElI H,O, es posteriormente
metabolizado a agua y Oxigeno por las enzimas Catalasa y Glutation Peroxidasa (Gpx)

(Chance B, 1979).

Se cree que concentraciones elevadas de ERO son la principal causa del deterioro de la funcién
de la célula. Cuando esta excesiva produccion no puede ser modulada por los sistemas
antioxidantes naturales, las ERO pueden alterar el ADN, lipidos, proteinas y otras moléculas

(ER, 1992).

En el rifidn, estas ERO son bioldgicamente importantes ya que llevan a cabo la peroxidacion de
los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas y la oxidacion de proteinas, llevando asi a la
alteracion de la permeabilidad de las nefronas (Saad S. Y., Najja T. A. & Al-Rikabi A.C. ,

2001), asi como la alteracion en su ADN (Kazim Sahin, 2010).

Estudios previos correlacionan fuertemente el EO con la disfuncion mitocondrial y con la
disminucion de la bioenergética mitocondrial (Alessandra Stacchiotti, 2014). La mitocondria ha
sido ampliamente considerada como el sitio principal para la produccion endogena de ERO. El
incompleto metabolismo de aproximadamente el 1-3% de oxigeno consumido conduce a la
produccién de Superdxido (O;), H,O,, y radical Hidroxilo (OH") que a su vez dafian la

membrana de la mitocondria (Wei-Cheng Chen, 2014).
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De esta manera, cantidades excesivas de ERO pueden contribuir al envejecimiento de la célula
debido a la acumulacion de mutaciones en el ADN mitocondrial, lo cual compromete la funcién
optima del organelo, provocando una disminucion en la funcion renal (Saad S. Y., Najja T. A. &

Al-Rikabi A.C. , 2001).

Recientemente ha sido descrita una clara desregulacion de la maquinaria respiratoria
mitocondrial en pacientes con enfermedad renal crdnica asociada a un aumento del estrés
oxidativo (Simona Granata, 2009) y disminucion en la actividad de proteinas mitocondriales
como el complejo 1y IV (Otkay Tacar, 2013). En el dafio renal tubular, el dafio a la mitocondria
ha sido reconocido como la causa de la muerte celular tubular (Servais H., 2008; Kaushal GP.,
2004) y ha sido reportada una relacion entre la disfuncién mitocondrial y disfuncién tubular
renal, nefritis intersticial, patologia glomerular, y en raros casos enfermedad quistica (O’Toole,

2014).

En consecuencia a los efectos adversos antes mencionados y al incremento en la poblacion
afectada por distintos tipos de neoplasias, la comunidad cientifica se ha dedicado a la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que logren atenuar la nefrotoxicidad inducida por

DOX (Ana Luisa Miranda-Vilela, 2014).

3.3 Estrategias Propuestas para combatir la Nefrotoxicidad inducida por DOX

Las dos ultimas décadas han sido testigas de numerosos intentos para la identificacion de
nuevas antraciclinas que superen en términos de actividad y/o tolerabilidad a Doxorrubicina.
Eso ha dado lugar a la sintesis de mas de 2000 analogos, aunque sélo pocos han alcanzado la
etapa de aprobacion y desarrollo clinico; entre ellos, la epirubicina e idarubicina (Giorgio

Minotti, 2004).
12



Otra alternativa desarrollada es el uso de Dexrazoxane (DXR), el cual se hidroliza en la célula
para formar su metabolito ADR-925. ADR-925 actla como un quelante de hierro intracelular.
Ha sido el primer agente aprobado por la FDA para el tratamiento de la toxicidad inducida por
DOX (Tomas Simunek, 2009), sin embargo se ha observado que reduce su eficacia

anticancerigena (Tomas Simunek, 2009).

Otra de las alternativas que se han desarrollado para disminuir los efectos adversos de DOX es
la modificacién en su sistema de liberacién, mediante la encapsulacion del farmaco en un
liposoma, en donde este sistema le permite acumularse en el tumor y reducir las concentraciones
plasmaéticas de DOX libre, disminuyendo asi su toxicidad (AA, 2001). Sin embargo este sistema
de liberacion se encuentra autorizado solo para algunos tipos de neoplasias, ademas de tener un

costo elevado.

A pesar del desarrollo de las estrategias previamente mencionadas, el tratamiento de la DOX
convencional sigue siendo el utilizado con mayor frecuencia. Pese a los esfuerzos para
identificar factores de riesgo, desarrollar derivados menos tdéxicos, y detectar la toxicidad
subclinica temprana, no hay consenso sobre el mejor enfoque para evitar la toxicidad inducida

por esta antraciclina (Pimprapa Vejpongsa, 2014).

Debido a la hipétesis de que las ERO juegan un papel determinante en mediar la toxicidad de
DOX (Pristos C.A., 2000), compuestos antioxidantes han sido centro de atencion como posible

terapia en la prevencién de la toxicidad inducida por este farmaco antineoplasico.
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Diversos compuestos con capacidad antioxidante han demostrado cierta proteccion en contra de
la toxicidad causada por DOX, sin embargo, por ejemplo, el uso de vitamina E, un potente
antioxidante no demostrd proteccion en humanos tratados con DOX (Sewa S. Legha, 1982).
Aunado a la teoria de estos compuestos antioxidantes, distintos grupos de investigacion han
realizado estudios in vivo (ratas, ratones, etc.) con una gran variedad de compuestos naturales o
sintéticos en busca de nuevas terapias que contrarresten los efectos tdxicos de DOX como el
acido lipdico (Kumarvel Paalnichamy Malarkodi, 2003), la hierba sosa (Mahalaxmi Mohan A,
2010), Luffa acutangula (Vishal B Jadhav, 2013), captopril (Mahmoud A. Mansouru, 1999),
meloxicam (Memy H. Hassan, 2014), acido cafeico (Murat Yagmurca, 2004), por mencionar

algunos.

Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han enfocado en el uso de compuestos
“antioxidantes”, sabiendo que ya un compuesto de dicha naturaleza fracasé en la clinica. No
obstante, existen otro grupo de compuestos (p.e. flavonoides) con distintos mecanismos de
accion que protegen a la célula del EO, no solo por sus propiedades antioxidantes si no, por su
capacidad de incrementar enzimas antioxidantes y activar vias de sefializacion que protegen del

EO (Aldo Moreno-Ulloa, 2013).

3.4 Flavonoides: estructura, clasificacion y propiedades

Los flavonoides son compuestos polifendlicos los cuales estan ampliamente distribuidos en
plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la
parte no energética de la dieta humana (S. Martinez-Florez, 2002), dentro de los cuales
destacan algunos ejemplos como el vino, el té verde, las frutas, la soya y el cacao (Roberto

Corti A. J., 2009).
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Su estructura bésica se encuentra formada por un esqueleto de 15 carbonos, representados por
la formula C6-C3-C6 los cuales consisten en dos anillos bencénicos (Pan M.H., 2009) ligados

a través de un anillo C de pirano (S. Martinez-Florez, 2002). (FIGURA 2)

Figura 2. Estructura base de los flavonoides

Los flavonoides tienen la capacidad de generar proteccion de 6rganos frente a los fendmenos
de dafio de tipo de EO, y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de patologias,
incluyendo la cardiopatia isquémica, aterosclerosis y cancer (Pace-Asciak CR, 1995; Jang M,
1997). Ademas, los flavonoides han sido siempre reconocidos por su actividad de captacion de
radicales libres (Rice-Evans CA, 1996). Investigaciones sugieren que la atribucion de
propiedades antioxidantes en los flavonoides y su habilidad para quelar el Hierro podrian ser
efectivas para la disminucion de la nefrotoxicidad atribuida a DOX (Siveski-lliskovic N.,
1995).

Los flavonoides se pueden dividir en cuatro clases como se muestra a continuacion: flavonas,
flavanoles, flavonoles, y antocianinas. Las cuatro clases tienen anillos fendlicos comunes con
variaciones en el numero y disposicion de los grupos hidroxilo, asi como la naturaleza y

extension de alquilacion y / o glicosilacion de estos grupos (Min-Hsiung Pan, 2010).

Entre los alimentos con alto contenido de flavonoides se encuentra el Cacao (Theobroma
Cacao). En especial, las semillas del cacao contienen una gran cantidad de flavonoides (Ortiz-
Vilchis Pilar, 2014), en particular del subtipo conocido como flavanoles (hasta un 7 % de su

peso) (Roberto Corti A. J., 2009).
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Los principales flavanoles presentes en las semillas del cacao procesadas para consumo humano
son mondmeros o polimeros de (+)-Catequina y EPI. EPI es capaz de mediar efectos sistémicos
como la vasodilatacion (Ottaviani JI, 2011), ademas de atribuirse a este flavanol propiedades
antibacteriales, antivirales, antioxidantes, antitumorales y antimutagénicas (Galan Al, 1995;

Kada T., 1985; Hara Y., 1985).

La primera evidencia de los posibles efectos benéficos del cacao se obtuvo con los Indios Kuna,
una poblacién indigena que vive en las islas de la costa de Panama. Los indios Kuna pertenecen
a una de las pocas culturas que estan protegidos contra la disminucion de la funcion renal y
vascular atribuida a la edad (Hollenberg NK R. A., 1999; McCullough ML, 2006).
Curiosamente, los Kunas consumen diariamente una bebida preparada de cacao. Un estudio
realizado reveld que los Kunas de hecho tienen bajos valores de presion arterial y ninguna

disminucion en la funcién renal (Hollenberg NK M. G.-C., 1997).

Algunos estudios atribuyen las propiedades antioxidantes y antiperoxidativas al anillo
bencénico de EPI (FIGURA 3) debido a su propiedad para eliminar los radicales hidroxilo, ya
que se sabe que tales compuestos aromaticos tienen constantes de muy alta tasa de reactividad

con el radical hidroxilo (Chakravarthy BK, 1981).

OH
HO (@] \\\©[
3 OH

“/OH
OH
Figura 3. Estructura de (-)-Epicatequina
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Otros beneficios atribuidos a EPI incluyen mejora en la funcion vascular, resistencia a la
insulina, disminucion de la agregacion plaquetaria y efectos antiinflamatorios (Tarek A, 2012;
Ding EL, 2006). Ademaés, Estudios In vitro e In vivo sugieren que EPI puede ejercer la
proteccién contra enfermedades cerebrovasculares (ECV) (Mohamed Rasha H, 2011),

mejorando la estructura y funcion mitocondrial (Aldo Moreno-Ulloa, 2013).

Interesantemente, investigaciones en ratones sometidos a ejercicio fisico demostraron que la
administracion del flavanol EPI condujo a notables mejoras en la resistencia a la fatiga y
aumento en la capacidad oxidativa que se correlacionaron con aumento del volumen
mitocondrial y aumento en la abundancia de crestas mitocondriales (Leonardo Nogueira, 2011).
En pacientes con musculo esquelético dafiado debido a insuficiencia cardiaca y diabetes tipo 2
el consumo de cocoa rica en EPI también logré restaurar las crestas mitocondriales (Pam R.
Taub, 2013). Durante la administracion de EPI en ratones seniles se ha observado un aumento
en los niveles proteicos de enzimas antioxidantes como SOD y Catalasa, ademas de un
incremento en la produccién de mitocondrias (biogénesis mitocondrial) (Moreno-Ulloa A,

2014).

En cuanto a los efectos que EPI produce en rifién, en estudios recientes, investigadores
evidenciaron que el pre-tratamiento con EPI redujo el dafio renal producido por los agentes
antineoplasicos cisplatino y ciclosporina y durante el tratamiento el antibidtico nefrotoxico
gentamicina (Katsuyuki Tanabe, 2012; Al-Malk Abdulrahman L., 2011; Sardana Ankush,
2014). En ratas diabéticas tratadas con estreptozocina y EPI se observO cierta proteccion
antioxidante asi como una disminucién en la progresién de los cambios morfologicos y

funcionales del rifion (Sabarimuthu Darlin Quine, 2005).
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Por los datos anteriormente sefialados, el flavanol EPI aparenta poseer un gran potencial como

agente protector en la toxicidad renal mediada por agentes quimioterapéuticos como DOX.

4. HIPOTESIS

El tratamiento previo y simultaneo (-)-Epicatequina es capaz de disminuir la toxicidad renal

inducida por Doxorrubicina.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos en rifién del tratamiento previo y simultaneo de (-)-Epicatequina en la

toxicidad renal inducida por Doxorrubicina.

5.1 Objetivos Especificos

Determinar las variaciones de los siguientes parametros en ratones tratados con Doxorrubicina

a los cuales se les administrd un pre-tratamiento y co-tratamiento de (-)-Epicatequina:

5.1.1 Determinacion de la Funcion Renal

5.1.1.1 Medicion del Peso Corporal al inicio y final del tratamiento.

5.1.1.2. Medicion del Peso de los Rifiones al final del tratamiento.

5.1.2 Determinacion de la Funcién Mitocondrial

5.1.2.1. Determinacion de los niveles proteicos del Complejo V y Porina.
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5.1.3 Determinacion de Estrés Oxidativo

5.1.3.1. Determinacion de los niveles proteicos de Catalasa y Superdxido Dismutasa2.

5.1.3.2. Cuantificacién de la Carbonilacion de Proteinas en Plasma.

6. METODOLOGIA

El protocolo experimental utilizado en este estudio fue aprobado por el “Comité de bioética de
la Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad Auténoma de Baja California, Campus
Tijuana” en acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Como modelo animal se utilizaron ratones machos cepas ICR (CD-1 outbred) con una edad de 6
semanas y un peso aproximado de 30 gramos. Se mantuvieron separados en jaulas en grupos de
3 — 4 ratones, los cuales fueron previamente aclimatados durante 1 semana, manteniéndolos en
condiciones de temperatura constantes (23+2°C) y ciclos de luz/oscuridad (12h/12h). La
alimentacion consistié en agua potable y alimento para ratén, permitiéndoles libre acceso a los

mMismos.

6.1 Farmacos y Reactivos

Doxorrubicina fue obtenida en su presentacion comercial (Adriblastina®) por Farmacos
Especializados, S.A. de C.V., Tijuana, BC, MX. (-)-Epicatequina fue obtenida de Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, USA.
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6.2 Protocolo Experimental

Para la administracion del tratamiento, los animales fueron divididos en cuatro grupos de 10
ratones por grupo y cada uno se conformé de acuerdo a protocolos previamente establecidos

(Leonardo Nogueira, 2011; Memy H. Hassan, 2014; Vincent WS Le, 2011):

« Grupo I. Grupo control, se le administré agua potable via oral (gavage) diariamente
ademas de la aplicacién de cinco inyecciones de Solucion Salina 0.9% via
intraperitoneal con intervalos de 2 dias entre cada administracion. Las inyecciones se
aplicaron los dias 5, 8, 11, 14 y 17.

« Grupo 1. Se le administr6 diariamente (-)-Epicatequina (EPI) a una concentracién de
1mg/kg/dia via oral (gavage) ademés de cinco inyecciones de Solucién Salina 0.9% via
intraperitoneal por el mismo periodo de tiempo que el grupo I. Este grupo se utilizd
como control de (-)-Epicatequina y fue de utilidad para observar los efectos que se
producen en animales sanos asociados a su consumo.

« Grupo Il1. Tratado diariamente con agua potable via oral y cinco administraciones de
Doxorrubicina (DOX) a una concentraciéon de 5mg/kg via intraperitoneal con intervalos
de 2 dias entre cada administracion, obteniendo asi una dosis total acumulada de
25mg/kg para inducir un dafo renal. Las dosis se aplicaron los dias 5, 8, 11, 14 y 17.

» Grupo V. Tratado con (-)-Epicatequina 1mg/kg/dia (Leonardo Nogueira, 2011), via
oral (gavage) y en conjunto con la administracion de Doxorrubicina. La dosificacion y
duracion del tratamiento con Doxorrubicina se llevé a cabo de la misma manera que el

grupo Il1.
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La administracion via oral para todos los grupos tratados con (-)-Epicatequina y con agua
potable fue administrada durante 4 dias previos, en conjunto con el tratamiento con
Doxorrubicina y 4 dias posteriores a la Gltima dosis administrada.

Se llevd a cabo seguimiento del peso corporal de los animales antes, durante y después del
tratamiento, se realizo el pesaje de un rifion durante su eutanasia.

Al dia siguiente de la finalizacion del tratamiento via oral para cada uno de los grupos (dia 21),
los ratones fueron eutanasiados por inhalacion con Isoflurano y se procedié a recolectar la

sangre afladiendo heparina asi como ambos rifiones.

6.2.1 Determinacion de Dosificacion

La dosis utilizada en el protocolo experimental se determind mediante el porcentaje de

supervivencia y la variacién del peso corporal de un grupo piloto.

La prueba piloto se llevd a cabo utilizando 20 ratones ICR (CD-1 outbred) con una edad de 9
semanas Yy un peso aproximado de 30 gramos. Se mantuvieron separados en jaulas en grupos de
5 ratones los cuales fueron previamente aclimatados durante 2 semanas, manteniéndolos en

condiciones constantes de temperatura (23+2°C) y ciclos de luz/oscuridad (12h/12h).

Para la administracion del tratamiento, los animales fueron divididos en cuatro grupos y el
esquema de tratamiento para cada uno fue el mismo descrito en el protocolo experimental, con

algunas excepciones en los dias de administracion:

e Parael grupo Ill, la administracion de Doxorrubicina se realiz6 los dias 5, 6, 8, 9 y 10.
e El tratamiento via oral con (-)-Epicatequina se administré del dia 1 al dia 14.

e Lasuspension del tratamiento se realizo el dia 15 para proceder a su eutanasia el dia 17.
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6.2.2 Criterios de exclusion

Rifiones con tejido necrosado.

6.3 Parametros a analizar

Se utilizaron diversos marcadores bioldgicos para identificar dafio renal en cada uno de los

grupos de ratones:

6.3.1 Determinacion de la Funcion Renal

6.3.1.1  Medicidn del Peso Corporal al inicio y final del tratamiento.

6.3.1.2  Medicidn del peso de los Rifiones al eutanizar a los animales.

6.3.2 Determinacion de la Funcion Mitocondrial

6.3.2.1  Determinacién de los niveles proteicos de Complejo V y Porina en el

sobrenadante del homogenizado de rifion por medio de Western Blot.

6.3.3 Determinacion de Estrés Oxidativo

6.3.3.1  Determinacion de los niveles proteicos de Catalasa y Superdxido Dismutasa en
el sobrenadante del homogenizado de rifion por medio de Western Blot.

6.3.3.2  Cuantificacion de proteinas carboniladas en plasma método Dot Blot.
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6.4 Preparacion de las Muestras

6.4.1 Homogeneizacidn

Las muestras de tejido (25 — 35 mg) se homogeneizaron con un Polytron en 300uL de
solucion de lisis (1% Triton X-100, 20 mM Tris, NaCl 140 mM, EDTA 2 mM, y 0,1% de
Sodio Dodecil Sulfato) con inhibidores de proteasa (Sigma-Aldrich), inhibidores de fosfatasa
(Sigma-Aldrich) 5 mM Na3zVO,4, y 3 mM de NaF, se sonicaron en hielo durante 15 minutos y
por Gltimo fueron centrifugadas a 13 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido

se utilizo para las determinaciones posteriores.

6.4.2 Western blot

El contenido total de la proteina se cuantifico mediante el método de Bradford a partir del
sobrenadante obtenido en la preparacion de las muestras, utilizando Reactivo de Bradford
dilucion 1:5 y BSA 1% (Suero de Albumina Bovina) como estandar de referencia para realizar
la curva de linealidad. Las muestras y la curva se analizaron por triplicado y el resultado de sus
absorbancias fue calculado en el software “KC Junior” (Bio Tek®). Los microlitros requeridos
para obtener un total de 30 microgramos de proteina se calcularon matematicamente a partir de
la ecuacion obtenida en la curva de linealidad y el promedio de las absorbancias obtenidas.

Una vez obtenidos los microlitros necesarios, la muestras fueron tratadas con el buffer de
carga “4x Laemmli Sample Buffer” (BIO-RAD) y el agente reductor Ditiotreitol (DTT) para
posteriormente ser desnaturalizadas a 80°C aproximadamente. Un total de 6 microlitros fueron
cargados en geles de poliacrilamida prefabricados (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels) al

4% - 15%.
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En cada gel se cargaron entre 2 y 3 muestras por grupo para poder comparar los distintos
tratamientos, ademas de afiadir un marcador de Peso Molecular. La electroforesis se realizo
en el equipo “Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell” (BIO-RAD) a 110V
durante 1 hora 20 minutos aproximadamente.

Una vez finalizada la electroforesis los geles fueron transferidos a una membrana de PVDF
(Difluoruro de Polivinilo), previamente activada con metanol, enjuagada con agua destilada y
equilibrada en buffer de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glicina, 20% (v:v)
metanol) dilucion 1:10, al igual que los geles y el papel filtro) utilizando dos sistemas de
transferencia semi-secos. El primer equipo utilizado fue Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer
Cell (BIO-RAD) en donde las proteinas fueron transferidas a 23V durante 2 horas y media. El
segundo equipo de transferencia fue Pierce™ Power Blotter (ThermoFisher Scientific) a 25V
durante 1 hora.

Las distintas membranas obtenidas en la transferencia fueron incubadas durante 1 hora en
solucion de blogueo (5% de leche sin grasa en solucion salina buffer con Tris mas 0,1% de
Tween 20), seguido por la incubacion de un anticuerpo primario. Las membranas se lavaron (3
veces durante 5 minutos en cada ocasion) en una solucion Tris-salina tamponada mas 0,1% de
Tween 20 y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en presencia de Peroxidasa de
rabano conjugada a los anticuerpos secundarios correspondientes diluidos 1: 5,000 en solucion
de blogueo. Las membranas se lavaron una vez mas (3x5) en solucion salina tamponada con
Tris més 0,1% de Tween 20, y las inmunotransferencias se desarrollaron utilizando un Kit de
deteccion de Quimioluminiscencia Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD). A
continuacion se muestra una tabla con los distintos anticuerpos utilizados, dilucion, preparacion,

tiempos y temperatura de incubacion.
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La deteccion de las bandas se realizd utilizando radiografias y revelandolas en un equipo

automatizado. Las intensidades fueron cuantificadas digitalmente usando el software ImageJ.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en western blot

) o, Tiempo de Temperatura de Anticuerpo
Anticuerpo Dilucion - . J
Incubacién Incubacién secundario utilizado
Anti-Catalasa 1:5000 30 minutos ambiente Anti-Rabbit HRP
Ant'.'SUPerOX'dO 1:5000 40 minutos ambiente Anti-Rabbit HRP
Dismutasa 2
Porina 1:1000 18 horas 4°C Anti-Mouse HRP
Anti-Complejo V 1:5000 18 horas 4°C Anti-Mouse HRP
Ac. Secundario ) . .
Anti-Mouse HRP 1:5000 1 hora ambiente No Aplica
Ac. Secundario ) . .
Anti-Rabbit HRP 1:5000 1 hora ambiente No Aplica
Anti-GAPDH 1:1000 15 minutos ambiente Anti-Rabbit HRP
DNP 1:1000 18 horas 4°C Anti-Mouse HRP

GAPDH = Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
HRP = Peroxidasa de rabano

DNP = Desoxirribonucleoproteina

6.4.3 Proteinas Carboniladas En Plasma (Dot Blot)

El plasma de los ratones se utilizéd de acuerdo a las instrucciones indicadas en el kit Protein
Carbonyl Colorimetric Assay (Cayman chemical. Un total de 4 muestras por grupo fueron
analizadas. Las muestras fueron incubadas con DNPH (2,4-Dinitrofenilhidrazina) y las muestras
blanco con HCI (Acido Clorhidrico) 2.5M durante una hora en cuarto oscuro, mezclando con
vortex cada 15 minutos. Se procedi6 a afiadir TCA (Acido Tricloroacético) 20% a cada muestra
y éstas se incubaron en frio durante 5 minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 g
durante 10 minutos a 4°C para después descartar el sobrenadante y resuspender el pellet

obtenido en TCA 10% incubando durante 5 minutos en frio.
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Se centrifugdé nuevamente a 10,000 g durante 10 minutos a 4°C y el pellet fue resuspendido en
una mezcla 1:1 de Acetato de Etilo/Etanol. Se centrifug6 a 10,000 g durante 10 minutos a 4°C.
Se repitio la resuspension en la mezcla 1:1 de Acetato de Etilo/Etanol y centrifugacion 2 veces
mas y el pellet obtenido fue resuspendido con vortex en Hidrocloruro de guanidina
centrifugando una ultima vez a 10,000 g durante 10 minutos a 4°C, descartando el pellet y
conservando el sobrenadante.

El contenido total de la proteina se cuantifico mediante el método de Bradford. Un total 10ug de
proteina ajustado a un volumen de 8 microlitros con Buffer de Fosfato Salino (PBS) fue cargado
directamente en una membrana PVDF, dejando impregnar y secar la membrana. La membrana
fue incubada con anticuerpo DNP a una dilucién 1:1000 durante toda una noche. La membrana
se lavo (3 veces durante 5 minutos en cada ocasion) en una solucion Tris-salina tamponada mas
0,1% de Tween 20 y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en presencia de
Peroxidasa de rabano conjugada con el anticuerpo secundario Anti-Mouse diluido 1:5,000 en
solucion de bloqueo. La membrana se lavéd una vez mas (3x5) en solucion salina tamponada con
Tris mas 0,1% de Tween 20, y la inmunotransferencia se desarrollé utilizando el Kit de
deteccion de Quimioluminiscencia Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD).

La deteccion de las bandas se realizd utilizando radiografias y revelandolas en un equipo

automatizado. Las intensidades fueron cuantificadas digitalmente usando el software ImageJ.

6.5 Plan de andlisis de resultados

Al menos 5 animales por grupo fueron utilizados. Los datos se analizaron utilizando analisis de
la varianza de una via (ANOVA) aplicando la prueba de Tukey y la prueba t-student. El nivel de

significancia fue del 5 %.
26



7. RESULTADOS

7.1 Supervivencia y Mortalidad

El estudio se llevo a cabo utilizando 10 ratones para los grupos control (Ctrl), doxorrubicina
(Dox) y doxorrubicina mas (-)-epicatequina (D+E), y con 9 ratones para el grupo control de (-
)-epicatequina (Epi). Con el transcurso de los dias y consecuentes administraciones del
tratamiento, se observd un deterioro en el aparente estado de salud de animales a los cuales se
les administré Dox lo que condujo a su muerte. A los 22 dias del inicio del tratamiento, el
indice de mortalidad mas alto se observo en el grupo que recibié Dox cuyo indice fue del 30 %
(equivalente a la muerte de 3 ratones). El pretratamiento con Epi no logro mejorar el indice de
mortalidad ya que presento el mismo indice de mortalidad (D+E = 30%). Los ratones
pertenecientes a los grupos Ctrl y Epi presentaron un indice de supervivencia del 100 %

(TABLA 2).

Tabla 2. indice de Mortalidad

Grupo No. Inicial de Ratones No. Final de Ratones Mortalidad (%0)
Control 10 10 0

Epi 9 9 0

Dox 10 7 30

D+E 10 7 30
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7.2 Variacion en peso

Se ha reportado que el tratamiento con Dox suele ser muy agresivo y generalmente conlleva a
deterioros en el estado de salud (perdida del peso corporal, disminucion en el estado de animo,
pérdida del apetito, etc.) situaciones que podrian generar graves consecuencias e incluso la
muerte si no se tiene especial cuidado durante su tratamiento (referencia).

En este estudio, la administracién de Dox a una dosis total acumulada de 25 mg/kg causo
diferencias significativas en la variacion del peso corporal en gramos entre los grupos Dox
(p<0.05) y D+E (p<0.005) comparados con el Control y entre los grupos Dox (p<0.005) y
D+E (p<0.0005) comparados con el grupo Epi. No se observaron diferencias significativas
entre los grupos Ctrl y Epi (FIGURA 4A).

Una vez realizada la eutanasia de los animales, se procedi6 a realizar el pesaje de uno de los
rifiones. El analisis estadistico arrojo diferencias significativas en la variacion del peso (g) del
rifidn entre los grupos Dox (p<0.05) y D+E comparados con el Control y entre los grupos Dox
(p<0.005) y D+E (p<0.0005) comparados con el grupo control Epi mas no diferencias
significativas entre los grupos Ctrl y Epi (FIGURA 4B).

La relacion peso rifién-peso corporal no mostrd diferencias significativas entre ninguno de los
grupos tratados con Dox comparados con los controles asi como tampoco entre los grupos Ctrl

y Epi. (TABLA 3).
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Tabla 3. Variacion en el Peso Corporal y Peso del Rifidon

Grupo n Peso Corporal Peso de Rifion Relacion peso rifidn-peso
promedio (g) + EEM  promedio (g) £ EEM corporal (%) + EEM
Ctrl 8 33.84 £ 0.58 0.27 £0.01 0.81£0.03
Epi 9 35.67 £ 0.94 0.28 £0.01 0.79 £ 0.03
Dox 7 28.57 £1.12 ¢ 0.20+0.02 *¢ 0.72 £ 0.05
D+E 7 25.67 +0.96 "° 0.19 +0.02 *¢ 0.73+0.06

Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por grupo.

# p<0.05 comparado con el grupo control

® p<0.005 comparado con el grupo control

¢ p<0.005 comparado con el grupo epi

¢ p<0.0005 comparado con el grupo control epi
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FIGURA 4. A) Variacion del peso corporal en gramos entre los grupos Ctrl, Epi, Dox, D+E durante los 22 dias
de tratamiento con (-)-epicatequina 1mg/kg y doxorrubicina 5mg/kg. B) Variacién en el peso promedio del rifién
en gramos. Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por grupo.
# p<0.05 comparado con el grupo control, ® p<0.005 comparado con el grupo control, ¢ p<0.005 comparado con el
grupo epi, ® p<0.0005 comparado con el grupo control epi.
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7.3 Determinacioén del estrés oxidativo

Las ERO dan lugar a la oxidacion de lipidos, proteinas y DNA contribuyendo al deterioro
celular y envejecimiento (Otkay Tacar, 2013). Sin embargo, el organismo cuenta con sistemas
de defensa antioxidante natural, enzimas tales como SOD?2 vy catalasa, las cuales contrarrestan
los efectos de estos radicales generando especies menos reactivas (Rade Injac M. B., 2008).

Se ha descrito una relacion entre la administracién de Dox y un aumento de estos radicales
libres de oxigeno (Murat Yagmurca, 2004).

Un método muy utilizado para detectar la oxidacion de proteinas asi como el estado de este
sistema de balance del estrés oxidativo se realiza mediante la cuantificacion del contenido de

carbonilos en las proteinas y la determinacion de los niveles proteicos de SOD2 y Catalasa.

7.3.1 Determinacion de la Carbonilacion de Proteinas

Este estudio, no observo diferencias significativas atribuidas a la administracién de Dox entre
los distintos grupos control, los tratados con Epi y los grupos tratados con Dox (TABLA 4,
FIGURA 5).

Tabla 4. Carbonilacion de Proteinas en Plasma (Método Dotblot)

Promedio de densitometria (1x10°) + EEM

Grupo n Promedio
Ctrl 4 32.45+1.87
Epi 4 36.58 + 1.87
Dox 4 34.49 + 3.57
D+E 4 33.57+1.93

Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por grupo.
No se observaron diferencias significativas.
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FIGURA 5. Carbonilacion de Proteinas en ratones tratados con (-)-epicatequina (Epi), doxorrubicina (Dox) y
grupos control. Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por
grupo. No se observaron diferencias significativas (ns).

7.3.2 Determinacion de los niveles proteicos de SOD?2 y Catalasa

Como se muestra en la TABLA 5 Y FIGURA 6A, se detectd una disminucion significativa en
el contenido de proteina SOD2 en el grupo Dox de 0.66 + 0.10 comparado con el grupo Ctrl
1.00 (p<0.05). El pretratamiento con Epi (D+E) no logro recuperar los niveles proteicos de
SOD2 0.74 £ 0.06. No se observaron diferencias significativas entre los grupos Ctrl 1.00 y Epi
0.90 + 0.66.

Los niveles proteicos de catalasa (B) no mostraron diferencias significativas en ninguno de los
grupos tratados (Epi 0.97 + 0.04, Dox 1.11 + 0.11 y D+E 0.99 + 0.15) comparados con el
grupo control 1.00.

Tabla 5. Determinacion de superdxido dismutasa 2 y catalasa

Valor Normalizado + EEM

Superdxido
Grupo N DisFr)nu tasa 2 Catalasa
Ctrl 9 1.00 1.00
Epi 8 0.90 + 0.66 0.97 £ 0.04
Dox 6 0.66 +0.10° 1.11+0.11
D+E 8 0.74 + 0.06 0.99 +0.15

Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por grupo.
# p<0.05 comparado con el grupo control.
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FIGURA 6. A) Determinacién de los niveles proteicos de superdéxido dismutasa 2. B) Determinacion de los
niveles proteicos de catalasa. Los resultados se presentan como promedios normalizados con gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en funcién a la relacion con el grupo control utilizado como unidad de
referencia + EEM. ? p<0.05 comparado con el grupo control para la determinacion de SOD2. No se observaron
diferencias significativas (ns) entre los grupos Ctrl, Epi, Dox, D+E para catalasa.

7.4 Determinacion de la funcién mitocondrial

El complejo V y la porina son proteinas mitocondriales involucradas en el proceso de
fosforilacion oxidativa e integridad y estructura de la mitocondria, respectivamente. Se ha
observado que aumentos o disminuciones en los niveles de estas proteinas afectan

directamente en la correcta funcionalidad de la mitocondria.

7.4.1 Determinacion de los niveles proteicos de complejo V v porina

Los niveles proteicos de complejo V no mostraron diferencias significativas (FIGURA 7A) en
ninguno de los grupos tratados (Epi 1.69 + 0.18, Dox 1.13 £ 0.27 y D+E 1.58 £ 0.34)

comparados con el grupo control 1.00 (TABLA 6).
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Los niveles proteicos de porina no mostraron diferencias significativas (FIGURA 7B) en
ninguno de los grupos tratados (Epi 1.25 £ 0.20, Dox 0.97 + 0.12 y D+E 1.21 £ 0.13)
comparados con el grupo control 1.00 (TABLA 6).

Tabla 6. Determinacion de complejo V y porina

Valor Normalizado + EEM

Grupo n Complejo V n Porina
Ctrl 8 1.00 9 1.00
Epi 8 1.69+0.18 8 1.25+0.20
Dox 6 1.13+0.27 5 0.97+0.12
D+E 6 1.58 £0.34 7 1.21.+£0.13

Los resultados se presentan como promedios + EEM de acuerdo al nimero de muestras por grupo.
No se observaron diferencias significativas.
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FIGURA 7. A) Determinacién de los niveles proteicos de complejo V. B) Determinacién de los niveles proteicos
de porina. Los resultados se presentan como promedios normalizados con Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) en funcién a la relacion con el grupo control utilizado como unidad de referencia +
EEM No se observaron diferencias significativas (ns) entre los grupos Ctrl, Epi, Dox, D+E para ambas proteinas.
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8. DISCUSION

Desde su introduccion en 1969, la Dox, en conjunto con otros farmacos antineoplasicos ha
sido ampliamente utilizada como primera linea de tratamiento en contra de distintos tipos de
cancer. Sin embargo, su uso clinico y efectividad se han visto limitados debido a la
nefrotoxicidad asociada a su administracion (Otkay Tacar, 2013).

Diversas investigaciones (J. HRENAK, 2013; Mohamed A. El-Moselhy A, 2014) han
reportado una disminucién del peso corporal en relacion al peso del rifion asociada a la
administracion de Dox, esto probablemente debido a la eliminacion de la membrana de la
mucosa intestinal provocando una reduccion en la absorcién del producto de la digestion de
los alimentos y una disminucion en la secrecion de hormonas intestinales (Weidong Zhu,
1999). Rashikh et al (2012) report6 una disminucién en peso corporal en relacién al peso del
rifidn en ratas tratadas con Dox con respecto al grupo control. En este estudio, aunque el
analisis del peso corporal y del rifion por separado muestran diferencias significativas en los
grupos tratados con Dox con respecto al control, la relacion peso corporal/peso de rifion no
mostrd diferencias significativas en ninguno de los grupos tratados con Epi y con Dox.
Aunque el mecanismo por el cual Dox genera toxicidad no es del todo conocido, el estrés
oxidativo, producto del aumento en la formacion de radicales libres de oxigeno y la
disminucion en la sintesis de enzimas antioxidantes como Catalasa y SOD que neutralicen
estos radicales, es la teoria comunmente aceptada. Ciertamente, Deman et al (2001) reporto
gue el tratamiento con Dox reduce la capacidad antioxidante en rifion, aumentando la

susceptibilidad al estrés oxidativo de sus estructuras celulares.
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La SOD se encuentra distribuida ampliamente en todas las células, y juega un papel muy
importante durante el dafio oxidativo causado por ERO. Lleva a cabo la transformacion iones
superdxido (O;) a peroxido de hidrégeno (H,0,), los cuales seran después transformados por
accion de otras enzimas como Catalasa y GPx (Rashid S. et al, 2013). En el presente estudio
la SOD mostré una disminucién significativa en los niveles proteicos del grupo Dox con
respecto al grupo control. Consistente con estos resultados, Nehal M. Elsherbiny et al (2014)
reporté una disminucion en la actividad enzimatica de SOD en ratas a una dosis total de 21
mg/kg. Ademas, en otras investigaciones Yagmurca M et al (2004) y Rashikh et al (2012)
evidenci6 que la administracion de Dox de 20 mg/kg en ratas a los veinte y 30 dias posteriores
respectivamente, causaron una disminucion en la actividad de SOD, GPx y Catalasa. Aunque
las investigaciones anteriores determinaron la actividad enzimatica de estas proteinas,
Julicher et al 1988 quien determind la influencia del tratamiento crénico de Dox en los
mecanismos de defensa celular en ratas, propusé que una disminucién en la actividad de estas
enzimas probablemente se debe a una disminucion en su sintesis.

Katsuyuki et al (2012) administré el agente neoplasico Cisplatino (CDDP) en un modelo de
nefropatia en ratas en co-administracion con el flavonoide Epi a una concentracion de 1
mg/kg. Sus resultados mostraron que Epi fue capaz de ejercer cierto grado de proteccidn en
contra del dafio renal producido por CDDP aumentando los niveles proteicos de SOD y
proteinas mitocondriales en comparacion con el grupo que solo recibio CDDP. En este
estudio, no se observd un aumento en los niveles proteicos de SOD con respecto al grupo Dox

y al grupo control en los ratones que recibieron un pre y co-tratamiento con Epi.
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Con respecto a los niveles de expresion de Catalasa, por otra parte, no se observaron
diferencias en ninguno de los grupos tratados con Dox y Epi con respecto al control. Referente
a los datos obtenidos para Catalasa, Adachi et al (1983), Nowak y Drzewoski (1996) no
observaron disminucion o afectacion en la actividad de esta enzima a una dosis de 15 y 20
mg/kg de Dox respectivamente en Organos como higado y rifién. Con respecto a la
carbonilacion como indicador de EO.

Aunque la causa principal de la toxicidad generada por Dox ha sido atribuida principalmente
al dafio oxidativo, factores como la supresion de la biogénesis mitocondrial o disminucion en
la actividad de la mitocondria han sido ampliamente descritos (Jirkovsky et al, 2012). Los
resultados reportados en este estudio no arrojaron diferencias en ninguno de los grupos
tratados con Dox y Epi con respecto al grupo control para ninguna de las proteinas
mitocondriales tales como complejo V o porina.

I. Ramirez-Sanchez et al (2014) y L. Nogueira et al (2011) reportaron gue con un pre-
tratamiento de Epi en ratones resultd un aumento de proteinas mitocondriales en musculo
esquelético y corazon de ratones sometidos a estrés oxidativo, sin embargo en este estudio la
posible reno-proteccion atribuida a la administracion de Epi en conjunto con Dox objeto de
este estudio, no pudo ser evaluada debido a que aparentemente no se logré generar un dafio
renal notorio para poder comparar estos grupos.

En conjunto a la investigacion de la nefrotoxicidad, se realizaron distintos ensayos (resultados
no mostrados) en corazon e higado. Los resultados obtenidos tampoco evidenciaron indicios

de dafio sobre estos 6rganos a las dosis y tiempos comprendidos en el presente estudio.
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9. CONCLUSION

En conclusion, como resultado de este estudio, se observé una disminucion en los niveles de
expresion de SOD, disminucion del peso corporal y peso del rifion asociados al tratamiento con
Dox. Sin embargo, este estudio no genero evidencia clara para demonstrar que la administracion
de Dox fue lo suficientemente agresiva como para generar un dafio renal importante, ya que no
se observaron diferencias significativas en los niveles de carbonilacion de proteinas y en los
niveles proteicos de catalasa, complejo V y porina de los grupos Dox con respecto al grupo
control. En el presente estudio un aumento en la dosis total del farmaco no fue posible debido a
la alta tasa de mortalidad mostrada en los ratones (susceptibilidad no mostrada en otros modelos
animales, como por ejemplo en ratas), lo que arriesgaria la cantidad y viabilidad de las muestras
de rifion. Una causa probable se atribuye a que la duracién del tratamiento no fue lo
suficientemente prolongada. Dirk Lebrecht et al (2004) realiz6 un estudio en ratas a las cuales
se les administré 1 mg/kg de Dox durante 7 semanas hasta lograr una dosis total acumulada de 7
mg/kg. La division de los grupos se llevo a cabo de acuerdo a los distintos tiempos a los cuales
las ratas serian eutanizadas con respecto a la Ultima administracion de Dox. Estos investigadores
observaron que en los grupos que fueron eutanizados inmediatamente, 1 y 2 dias después de la
ultima administracion de Dox no mostraron un dafio renal evidente. Sin embargo, el grupo
donde la eutanasia se llevé a cabo 30 dias posteriores a la Gltima administracion de Dox, el dafio
renal caracterizado por lesiones glomerulares y una alteracion en la funcion de la cadena
respiratoria fue significativo. Estos datos apoyan la teoria de que la ausencia de evidencia de
dafo renal en este estudio se debid principalmente a una eutanasia muy temprana del modelo

animal utilizado.
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