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Resumen

La Doxorrubicina (DOX) es un antibiotico de la familia de las antraciclinas utilizado
como agente de quimioterapia en nifios y adultos, que por su actividad antitumoral es
administrado en el tratamiento de distintas neoplasias malignas. Las antraciclinas
incluyendo DOX, representan unos de los agentes de quimioterapia con mayor
incidencia de cardiotoxicidad entre los pacientes que las reciben como parte de su
tratamiento. Los flavonoides son sustancias de origen vegetal que muestran
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales y han sido propuestos
como potenciales agentes protectores de los efectos téxicos inducidos por DOX. En
este proyecto desarrollamos un modelo de cardiotoxicidad en ratones para evaluar los
efectos cardioprotectores de la administracion previa y simultanea de (-)-Epicatequina

durante el tratamiento con este agente.

Ratones CD1 machos de 6 semanas fueron tratados con DOX 5 mg/kg los dias 5, 8,
11, 14 y 17 del tratamiento (dosis acumulada de 25 mg/kg) o solucion salina via
intraperitoneal y recibieron Epi en una dosis de 1 mg/kg por dia o agua destilada via
oral, para obtener 4 grupos (Crtl, n=10; Epi, n=9; DOX, n=10; DOX+Epi, n=10)
tratados durante 21 dias.

Se determind en miocardio los niveles de expresion de las proteinas SOD2 y CAT
(sistema de defensa antioxidante), asi como de las proteinas mitofilina y complejo V
(proteinas mitocondriales). Las proteinas carboniladas en plasma también fueron

determinadas.

Los resultados de este proyecto no permitieron observar un efecto de Epi en la
concentracion de 1 mg/kg por dia debido a que el modelo de cardiotoxicidad no mostré
diferencias significativas entre los distintos grupos para los marcadores de dafio a

miocardio seleccionados.
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1. Introduccién
La Doxorrubicina (DOX) es un antibidtico de la familia de las antraciclinas utilizado
como agente de quimioterapia en niflos y adultos que gracias a su actividad
antitumoral es administrado en el tratamiento de distintas neoplasias malignas
incluyendo tumores solidos, leucemias, linfomas y cancer de mama (Yanti Octavia,
2012).

Desde su aprobacion como agente antitumoral, DOX ha contribuido en el incremento
de la tasa de supervivencia de la poblacion con cancer, principalmente la poblacion
pediatrica, donde se observo un incremento en la supervivencia de 5 afilos 0 mas de un

30% durante los afios sesentas a un 70% para principios del 2000 (Wouters, 2005).

Los buenos resultados del uso de DOX en el tratamiento contra el cancer, han sido
afectados por el riesgo de inducir cardiotoxicidad en los pacientes, lo que representa
uno de los efectos adversos mas importantes reportado durante su uso clinico (Shashi
Raj, 2014). Las manifestaciones mas severas de esta cardiotoxicidad incluyen la
cardiomiopatia dilatada y la falla cardiaca; una vez que los pacientes desarrollan estos
problemas de cardiotoxicidad es dificil ofrecer un tratamiento efectivo que les asegure
calidad de vida, y su salud se ve afectada con el paso del tiempo debido a que se trata

de padecimientos cronicos.

Es por esto que la busqueda de estrategias que disminuyan la cardiotoxicidad inducida
por DOX ha sido tema de gran interés. Pese a los esfuerzos realizados, ninguna
solucion definitiva ha sido encontrada. Parte del problema radica en que no se ha
logrado comprender completamente el mecanismo de accién antitumoral de DOX ni el
mecanismo por el cual provoca cardiotoxicidad. Sin embargo, la formacion de especies
reactivas y el dafio mitocondrial inducidos por DOX, representan los mecanismos mas

aceptados para explicar su cardiotoxicidad.

En base a estas hipétesis, el uso de compuestos naturales ha sido considerado como
estrategia de cardioproteccion durante el tratamiento con DOX, ya que algunos de
estos compuestos muestran propiedades benéficas en el sistema antioxidante celular y

en la mitocondria. Como ejemplo se encuentran los flavonoides, los cuales son
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sustancias de origen vegetal que muestran propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y antitumorales (Shashank Kumar, 2013) y han sido propuestos como potenciales

agentes protectores de los efectos toxicos inducidos por DOX (Mohamed, 2011).

En este proyecto evaluamos la actividad cardioprotectora del flavonoide derivado del
cacao (-)-Epicatequina con el propésito de aportar informacion al desarrollo de

estrategias para la proteccion de la cardiotoxicidad inducida por DOX en los pacientes.
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1.1 Planteamiento del Problema

Un numero cada vez mas grande de sobrevivientes del cancer permitié identificar
problemas cardiovasculares desarrollados como consecuencia de la quimioterapia, lo
gue hizo necesario el surgimiento de la cardiooncologia, la cual tiene el propdsito de
estudiar la prevencion, diagndéstico y tratamiento de la cardiotoxicidad inducida por la

terapia empleada contra el cancer.

Un metaanalisis realizado por Marzia Lotrionte, et al. reportd una incidencia del 17.9%
de cardiotoxicidad subclinica y una incidencia del 6.3% de cardiotoxicidad con
manifestaciones clinicas en pacientes 9 afios después de haber concluido la

guimioterapia (Lotrionte, 2013).

Las enfermedades cardiacas representan un serio problema, ya que comprometen la
calidad de vida de los pacientes incapacitandolos para realizar sus actividades
normales, afectando directamente su situacién en la casa y el trabajo. Los pacientes
con problemas cardiacos no sélo disminuyen su desempefio laboral, sino que ademas
representan un gasto para el sector de Salud Publica debido a la atencion médica

requerida (Serna, 2010).

Por su parte las antraciclinas, incluyendo DOX, forman parte de los agentes de
guimioterapia con mayor incidencia de cardiotoxicidad contribuyendo a este problema

de salud.

En un estudio se muestra que mas del 65% de los pacientes pediatricos tratados con
DOX desarrollan alteraciones en las mediciones de contractibilidad del ventriculo

izquierdo empleando técnicas de ecocardiografia (Volkova, 2011).

En nuestro pais s6lo se han realizado algunos trabajos estadisticos en relacion a la
cardiotoxicidad inducida por las antraciclinas, y fue reportado un 3% de incidencia de
dafio al miocardio por uso de antraciclinas en la poblacion pediatrica en el Hospital

Infantil de México Federico Gomez (Elsy Navarrete-Rodriguez, 2013).
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1.2 Justificacion
El uso clinico de las antraciclinas, particularmente DOX, no ha podido ser sustituido en
el tratamiento de diferentes neoplasias malignas, que incluyen el cancer de mama y el

cancer infantil, debido a su eficaz actividad antineoplasica (Carvalho C, 2009).

Sin embrago, existen efectos adversos implicados en el uso de DOX que limitan su
administracion, siendo la cardiotoxicidad considerada el efecto adverso crénico mas

importante atribuido a este agente antineoplasico (Giorgio Minotti, 2004).

Hasta el momento no existe una estrategia que elimine el riesgo de desarrollar
cardiotoxicidad inducida por DOX en forma definitiva, lo que explica la necesidad de

continuar realizando investigaciones en torno a este tema.

Desarrollamos este proyecto con la finalidad de aportar informacion para generar
nuevas estrategias cardioprotectoras que puedan utilizarse en pacientes tratados con
DOX.
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1.3 Razonamiento del proyecto

Puesto que las hipétesis mas aceptadas para explicar la cardiotoxicidad inducida por
Doxorrubicina son la generacidbn de especies reactivas de oxigeno y el dafio
mitocondrial, consideramos que la (-)-Epicatequina es un agente cardioprotector
potencial al mostrar efectos positivos en el sistema de defensa antioxidante y en la
mitocondria en los cardiomiocitos en estudios previos (Aldo Moreno-Ulloa, 2013) (Aldo
Moreno-Ulloa, 2014).

1.4 Pregunta de Investigacion
¢La administracion previa y simultanea (-)-Epicatequina sera capaz de disminuir o
evitar la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina en ratones tratados con este agente

antitumoral?.

1.5 Hipétesis
La administracion previa y simultanea de (-)-Epicatequina en ratones es capaz de

disminuir el dafo cardiaco derivado del tratamiento con Doxorrubicina.
1.6 Objetivo

1.6.1 Objetivo General
Evaluar los efectos de la administracion previa y simultanea de (-)-Epicatequina en el

corazon de ratones tratados con Doxorrubicina.

1.6.2 Objetivos especificos
Evaluar los efectos protectores de (-)-Epicatequina sobre los ratones tratados con

Doxorrubicina.
» Determinacion el peso corporal y el comportamiento de los ratones.

Evaluar los efectos protectores de (-)-Epicatequina en la estructura del corazéon de los

ratones tratados con Doxorrubicina.
e Determinacion del peso del corazon.

Evaluar los efectos protectores de (-)-Epicatequina en la estructura y funcion

mitocondrial de miocardio de ratones tratados con Doxorrubicina.
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» Determinacion de los niveles proteicos de mitofilina y complejo V.

Evaluar los efectos protectores de (-)-Epicatequina en el sistema de defensa

antioxidante de los ratones tratados con Doxorrubicina.

+ Determinacién de los niveles proteicos de catalasa y superoxido dismutasa 2 en

miocardio.

« Determinacion de niveles de proteina carbonilada en muestras de plasma.
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2. Marco Teobrico

2.1 Definicién del cancer y su incidencia

El cancer puede definirse como un grupo de enfermedades las cuales tienen
manifestaciones diversas de acuerdo al tipo de tejido afectado. En el inicio del cancer,
un pequefio grupo de células sufre modificaciones en su material genético, lo que
puede dar lugar a la activacion de oncogenes, la inhibicidbn de tumores supresores de
tumor y/o la inhibicion de genes reparadores de ADN, permitiéndoles un crecimiento y
reproduccion sin control (National Cancer Institute, 2015). Ademas de estas
caracteristicas, las células de cancer siguen alterando su material genético llegando a
adquirir nuevas habilidades que les confieren ventajas frente a las células normales, lo
gue incrementa su proliferacion, incluso en condiciones poco favorables. Estas
caracteristicas reciben el nombre de marcas del cancer e incluyen la evasion de
sefiales celulares supresoras, evasion de la apoptosis, inmortalidad, angiogénesis e
invasion a otros tejidos (metastasis) (Douglas Hanahan, 2011).

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en la poblacién de todos los paises. En el afio 2012, aproximadamente 14 millones de
nuevos casos y 8 millones de muertes por cancer fueron reportados a nivel mundial. En
general, los cinco tipos mas comunes de cancer son el cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer colorrectal, cancer de prostata y cancer de estbmago. En poblacién de
nifos menores de 15 afos, las neoplasias hematologicas, como la leucemia linfoide,

representan tipo de cancer mas frecuente (Organization, 2014).

2.2 Quimioterapia

La cirugia, la radiacién y la quimioterapia representan las estrategias mas utilizadas en
el tratamiento del cancer (National Cancer Institute, 2015). Sin embargo, el empleo de
la cirugia y la radiacion se ve limitado por el hecho de que no todos los tumores
pueden ser extirpados con cirugia (no todos los tumores estan bien delimitados y/o
encapsulados) y a que la radiacion en si misma es carcinogénica, favoreciendo el
surgimiento de neoplasias secundarias. Debido a esto, la quimioterapia es utilizada en
el tratamiento de la mayoria de los pacientes con cancer. La quimioterapia consiste en

el empleo de farmacos (agentes quimioterapéuticos) con la capacidad de detener o
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frenar el crecimiento de células cancerigenas y es utilizada en diferentes tipos de

cancer (National Cancer Institute, 2015).

Los agentes quimioterapéuticos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accion y
estructura quimica, e incluyen principalmente a los agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibidticos, inhibidores de la Topoisomerasa, inhibidores mitéticos y corticoesteroides.
Estas moléculas afectan principalmente a células con una alta tasa de reproduccion,
una caracteristica importante de las células de céancer, sin embargo las células
normales no son excluidas de este dafio. Por tanto, los efectos adversos de la
quimioterapia son practicamente inevitables y son una causa importante para su

limitacion terapéutica (Biplob Bhattacharya, 2015).

2.3 Antraciclinas

Las Antraciclinas son productos naturales que forman parte del grupo de los policétidos
aromaticos. La mayoria de ellas fueron aisladas de bacterias pertenecientes al Orden
Streptoycetales. Las Antraciclinas fueron reconocidas como antibiéticos desde 1939,
pero su caracterizacion quimica adquirié relevancia cuando se descubrié su actividad

antitumoral a principios de los afios sesenta (Fotso, 2008) (Azra Rabbani, 2005).

Las Antraciclinas son moléculas compuestas por una parte aglicona, que consiste en
una estructura tetraciclica con dos unidades de benceno (Anillo Ay C). El patréon de
sustitucion del anillo A es responsable de muchas de las propiedades de estas
moléculas, ya que esta unido a un 2,6-dideoxi monosacérido por medio de un enlace
glucosidico, muy importante en la actividad biolégica de las mismas (Giorgio Minotti,
2004).

La Daunorrubicina fue el primer miembro de esta clase de compuestos en ser
descubierto y fue asilada a partir de un pigmento producido por la bacteria

Streptomyces peucetius, durante un trabajo realizado por el grupo de Brockmann en

1963 (Ho LK, 2016). Su descubrimiento fue el inicio de la busqueda de nuevas
antraciclinas que fueran superiores en términos de actividad antitumoral; sin embargo,
s6lo algunos analogos han sido aprobados para usarse clinicamente y entre ellos se

encuentran la doxorrubicina, idarrubicina y epirribicina (Giorgio Minotti, 2004) Las
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antraciclinas son utilizadas ampliamente en el tratamiento de linfomas, sarcomas,

cancer de mama y leucemia pediatrica (Pimprapa Vejpongsa, 2014).

Figura 1. Estructura quimica de la Daunorrubicina

2.4 Doxorrubicina

2.4.1 Historia y caracterizacion de Doxorrubicina

La Doxorrubicina (DOX), también conocida como Adriamicina, es una antraciclina de
primera generacion y representa uno de los agentes quimioterapéuticos mas potentes
gue han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA). Aislada por

primera vez a partir de una variante del microorganismo Streptomyces peucetius

denominada caesius (por su color azul verde) por el grupo de Di Marco y Arcamone en
el aflo de 1968 (Weiss RB, 1986) (Bhave, 2014) (Carvalho C, 2009).

DOX consiste quimicamente en la estructura aglicona descrita previamente, con grupos
guinona-hidroquinona adyacentes en los anillos B y C, un grupo metoxi en el C-4 del
anillo D, una cadena lateral de dos carbonos en el C-9 del anillo A, un grupo carbonilo
en el C-13 y un grupo alcohol en el C-14 de la cadena lateral. EI monosacarido, unido
mediante un enlace glucosidico al C-7 del anillo A, es una molécula de 3-amino-2,3,6-
trideoxi-L-fucasil denominada daunosamina. La Unica diferencia entre DOX vy
Daunorrubicina es el grupo alcohol en la posicion C-14 que se encuentra en la
molécula de DOX (Giorgio Minotti, 2004).
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Figura 2. Estructura quimica de la Doxorrubicina

2.4.2 Administracion y metabolismo de Doxorrubicina

La forma mas comun en que DOX se administra es como infusion intravenosa en una
dosis de 40 a 75 mg/m? cada tres o cuatro semanas (Wallace, 2003). DOX se une a las
proteinas plasmaticas y se caracteriza por penetrar rapida y efectivamente en los
tejidos (gran volumen de distribucién). Dentro de la célula, DOX se concentra en el

nucleo debido a su cardacter lipofilico.

A nivel sistémico DOX se acumula mayormente en el higado donde, junto con su
principal metabolito Doxorrubicinol, sufre modificaciones quimicas a través de las
enzimas carbonil reductasas y del citocromo P-450 para ser eliminada por la bilis, su
principal via de excrecién. DOX tiene un tiempo de vida media aproximada de 20 a 25
horas (Oktay Tacar, 2013) (Yik Hoe Ngan, 2016).

2.4.3 Mecanismo de accién de Doxorrubicina como agente quimioterapéutico

Desde su aprobacion por la FDA en 1974 (Weiss RB, 1986), DOX ha sido uno de los
agentes quimioterapéuticos mas potentes para el tratamiento de nifios y adultos contra
una gran variedad de neoplasias malignas, incluyendo cancer de mama y tumores

sélidos infantiles (Giorgio Minotti, 2004).

El mecanismo de accion de DOX como agente antitumoral no estd completamente
definido, pero han surgido propuestas que incluyen la intercalacion en el ADN, la
interaccion con las membranas de organelos como nucleo y mitocondrias, la inhibicion

de la enzima Topoisomerasa Il (que favorece la inhibicion de la sintesis de &cidos
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nucleicos) y la generacion de radicales libres en las células como posibles mecanismos
de citotoxicidad (Donato Mele, 2016).

2.4.4 Limites en el uso clinico de Doxorrubicina

Durante las pruebas clinicas de fase Il y lll en los afios setentas, el uso de DOX
comenzé a mostrar efectos secundarios como son vomito y nauseas, problemas
gastrointestinales, alopecia, mielosupresion y problemas en el sistema nervioso
(alucinaciones y mareo). La severidad de estos efectos se ha relacionado tanto con la
dosis de DOX administrada como con la resistencia del paciente, ya que, como se
menciond previamente, DOX no actla especificamente en células tumorales (Oktay
Tacar, 2013).

Ademas de estos efectos adversos agudos, DOX puede llegar a provocar una
cardiotoxicidad aguda o crénica en los pacientes asi como toxicidad hepatorrenal. Los
altos niveles de toxicidad no especifica sobre tejidos y 6rganos, limitan el uso clinico de

DOX y explica su estrecha ventana terapéutica (Fan Yang, 2016).

2.5 Cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina

La cardiotoxicidad representa el efecto adverso mas importante implicado con el uso de
las antraciclinas (Axel Schlit, 2014). Desde que DOX fue aprobada como agente
guimioterapéutico, la toxicidad cardiaca ha sido observada y reportada (Antonella De
Angelis, 2016) .

2.5.1 Clasificacién de la Cardiotoxicidad inducida por las Antraciclinas
De acuerdo con el tiempo de manifestacion, tres tipos de de cardiotoxicidad inducida

por antraciclinas han sido reconocidas:

1. Aguda, la cual aparece después de una dosis Unica o después de un ciclo de
tratamiento, con el inicio de las manifestaciones clinicas dos semanas después
de haber comenzado el tratamiento. Normalmente las manifestaciones son
reversibles con la suspension del tratamiento.

2. Manifestacion crénica temprana, la cual se desarrolla en un periodo de un afio.

Esta es la forma de cardiotoxicidad mas frecuente y clinicamente relevante, y se
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presenta comunmente como cardiomiopatia dilatada e hipocinética que
desencadena en insuficiencia cardiaca (IC).

3. Manifestacion crénica tardia, desarrollada afios después de haber concluido la
quimioterapia. El paciente pasa un periodo de latencia en el cual la funcién
cardiaca parece normal y se muestra asintomatico, pero afos después del
tratamiento comienza a manifestar una disfuncion del ventriculo izquierdo
progresiva llevando a una IC irreversible. (Chengqun Huang, 2010) (Daniela
Cardinale, 2015).

2.5.2 Manifestaciones clinicas de la cardiotoxicidad inducida por las Antraciclinas
Las manifestaciones clinicas del dafio al musculo cardiaco provocado por el uso de
antraciclinas son principalmente anormalidades en el ecocardiograma en paciente
asintomatico, hipotension moderada, arritmias cardiacas, disfuncion de la conductividad
eléctrica, miocarditis, pericarditis, infarto del miocardio agudo, IC y cardiomiopatia
cronica dilatada o restrictiva (Sadurska, 2015), siendo la IC y la cardiomiopatia dilata
las manifestaciones mas graves de cardiotoxicidad (Delgado-Roche L, 2014) (Schlitt A,
2014).

2.5.2.1 Cardiomiopatia Dilatada Crénica

La cardiomiopatia dilatada, es una de las causas mas comunes de IC, y se caracteriza
por un alargamiento del corazén que afecta todas sus partes, especialmente cuando el
padecimiento se encuentra mas avanzado. La IC esta relacionada con una disminucion
en la funcién del ventriculo izquierdo o una reduccion de la funcidn sistélica, y pese a
que en un inicio la disminucion en la funcién puede ser minima, el tejido ya se
encuentra dilatado (Elizabeth M. McNally, 2013).

Debido a que la cardiomiopatia dilatada lleva a un alargamiento del ventriculo izquierdo
afectando su contractibilidad, la fraccibn de eyeccidén ventricular izquierda (FEVI)
disminuida es un factor pronéstico importante del estado de este padecimiento (Ankur
Gulati, 2013).

La FEVI se define como el volumen de eyeccion (volumen de sangre en el ventriculo al

final de la diastole menos volumen al final de la sistole) dividido entre el volumen de
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sangre al final de la diastole. En pacientes con una contraccion y capacidad de vaciado
del ventriculo izquierdo reducida, el volumen de sangre de eyeccidn se puede
mantener a expensas de un incremento en el volumen al final de la diastole; es decir el
corazon tiene que bombear una menor parte de un volumen mas grande de sangre.
Pero conforme el padecimiento progresa el volumen al final de la sistole también

incrementa reduciendo el valor de volumen eyeccion (John J.V. Chairperson, 2012).

2.5.2.2 Insuficiencia Cardiaca

La IC puede ser definida como una anormalidad de la estructura o funcion cardiaca
llevando a que el corazbn sea incapaz de distribuir oxigeno en una frecuencia
adecuada para los requerimientos de los tejidos. La IC es definida clinicamente como
un sindrome en el cual comunmente los pacientes presentan sintomas como disnea,
hinchazén de los tobillos y fatiga, y signos como presion yugular venosa elevada,
pulmones crepitantes y un tercer sonido cardiaco. Sin embrago, estos signos y
sintomas son poco especificos y tienen un valor diagnostico limitado. La FEVI también

representa un factor prondéstico importante en la IC (John J.V. Chairperson, 2012).

2.5.3 Cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina dependiente de la dosis

Los resultados del analisis retrospectivo realizado por Von Hoff et al en 1979 mostraron
gue existe un incremento en el riesgo de desarrollar cardiotoxicidad relacionado al
aumento de la dosis total de antraciclina administrada a los pacientes: el porcentaje
estimado de pacientes que desarrollan IC a una dosis acumulada de 400mg/m2 de
DOX fue del 3%, incrementando al 7% y 18% para las dosis de 550 mg/m2y 700 mg/m?2

respectivamente.

Este y otros estudios dieron pauta a determinar un limite méximo de 550 mg/m?2 para la
dosis acumulada de antraciclinas que debia ser administrada en los pacientes (Sandra
M Swain, 2013) (Pimprapa Vejpongsa, 2014).

En un estudio realizado en 2003 por Swain et al se volvié a evaluar la relacion entre la
dosis acumulada de antraciclinas y el riesgo de desarrollar cardiotoxicidad y se
encontré6 que en los estudios anteriores los resultados habian sido subestimados,

mostrando que el porcentaje de pacientes con IC inducida por DOX es del 5, 26 y 48%
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para las dosis acumuladas de 400, 550 y 700 mg/m2 respectivamente. Esto ha llevado
a una disminucion en el limite maximo para la dosis de anteciclina total administrada de
550 a entre 400 y 450 mg/m? (Pimprapa Vejpongsa, 2014) (Swain SM, 2003).

2.5.4 Monitoreo de la cardiotoxicidad durante el tratamiento con Doxorrubicina

El Colegio Americano de Cardiologia/Asociacion Americana del Corazon ha
recomendado una revision y monitoreo peridodico como practica de rutina a cualquier
paciente que esté recibiendo un agente quimioterapéutico cardiotoxico (Ronny S. Jiji,
2012).

La guia actual para el monitoreo de pacientes que estan recibiendo antraciclinas fue
propuesta por Schwartz et al en 1987 y recomienda obtener la fraccion de eyeccién
basal por imagen de radionuclidos en equilibrio y otros estudios de imagen antes de la
administracion de cualquier dosis adicional de antraciclina y especifica los criterios para
discontinuar el tratamiento basados en el cambio de la funcion del ventriculo izquierdo

del corazon.

Para mediciones seguidas de la FEVI, la cuantificacibn por angiocardiografia con
radiondclidos en reposo es mas reproducible que una prueba visual por
ecocardiograma, por lo que ha sido considerada el estandar de oro en el monitoreo de
la cardiotoxicidad inducida por la quimioterapia. Sin embargo, el ecocardiograma
provee de informacion adicional como es la deteccion de problemas en los parametros
de contracciéon (Ronny S. Jiji, 2012). Desafortunadamente la deteccion de problemas
en la FEVI por herramientas de imagen soélo se puede hacer cuando existe un dafio

importante en el miocardio.

La biopsia de miocardio también ha sido utilizada como estandar en el diagndstico de
cardiotoxicidad inducida por la quimioterapia, pero tiene la desventaja de ser un método
invasivo. (F. J. F. Broeyer, 2008).

Debido a esta baja sensibilidad de las técnicas de imagen en la deteccion temprana de
disfuncion de miocardio y al método invasivo que representa la biopsia de miocardio,
existe un profundo interés en encontrar nuevas herramientas de diagndstico por lo que

estan evaluando marcadores bioquimicos de dafio en miocardio y disfuncién ventricular
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como las troponinas y péptido natriurético para su empleo en el diagnéstico de
cardiotoxicidad inducida por antraciclinas (Michela Salvatici, 2015). Hasta el momento

no hay resultados concluyentes.

2.5.5 Analisis microscopico del dafio en miocardio inducido por Doxorrubicina
Los andlisis histologicos en humanos y en animales que han desarrollado
cardiotoxicidad inducida por DOX incluyen vacuolizacion citoplasmatica, perdida de las
fibrillas musculares, desorganizacion del reticulo sarcoplasmico, alteraciones en nucleo
y mitocondrias. (Olli J. Arola, 2000) (Lefrak Edward, 1973).

2.5.6 Factores de riesgo para el desarrollo de cardiotoxicidad inducida por
Doxorrubicina

Como se menciond anteriormente, la probabilidad de desarrollar una cardiopatia debido
a la administracion de antraciclinas esta altamente relacionada a la dosis,
representando el factor mas importante a considerar durante su administracién (Helena
J. van der Pal, 2012). Sin embargo, la cardiotoxicidad inducida por DOX se puede
presentar incluso a dosis acumuladas bajas, y se piensa que es debido a una mayor
susceptibilidad individual (Yanti Octavia, 2012).

Diferentes estudios se han realizado para poder identificar aquellos factores
significativos en el desarrollo de cardiotoxicidad. Un meta-andlisis realizado en el afio
2013 que comprendia 18 estudios independientes, mostré que la radiacion pectoral, el
pertenecer a una etnia africana, una edad corta o avanzada, un peso corporal bajo o
alto y otras comorbilidades representan factores de riesgo significativos para el
desarrollo de cardiotoxicidad inducida por las antraciclinas. (Marzia Lotrionte, 2103)
(Bhave, 2014). Ademas, otros estudios sugieren que el sexo femenino tiene una mayor
tendencia a desarrollar cardiotoxicidad durante su tratamiento con antraciclinas
(Lipshultz SE, 1995).

2.5.7 Tratamiento de la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina
No existe un tratamiento especifico para la cardiotoxicidad inducida por DOX. Los
pacientes con cardiomiopatia inducida por la administracion de DOX generalmente son

tratados con B-bloqueadores e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
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los cuales son farmacos incluidos en tratamiento para la IC (Giorgio Minotti, 2004)
(Carine E. Hamo, 2016). El trasplante de corazon sigue representando una opcion para

los casos mas severos.

2.5.8 Patofisiologia de la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina

El dafio que puede generarse por la administracion de antraciclinas en el sistema
cardiovascular, se ha caracterizado por la pérdida directa de los cardiomiocitos, la
disminucién en la contractibilidad del tejido cardiaco y el dafio de la microvasculatura;
ademas se piensa que existe dafio en las células madre cardiacas y un incremento de
fibroblastos en el tejido, lo que hace mas dificil que el corazén se recupere, perdiendo

su capacidad de contraccion (Chen MH, 2011).

2.6 Mecanismo molecular de la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina

El mecanismo molecular por el cual DOX induce cardiotoxicidad no ha podido ser
definido hasta el momento, lo que lo ha convertido en un tema controversial de
investigacion a lo largo de los afios. Diferentes modelos animales que incluyen al
conejo, perro, rata y raton, ademas de cultivos celulares han sido empleados para
poder estudiar la cardiotoxicidad inducida por DOX. Gracias a estos estudios han
surgido diferentes propuestas para tratar de explicar el mecanismo molecular por el

cual DOX induce cardiotoxicidad.

La hipotesis mas estudiada y propuesta con mayor frecuencia es la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) mediada por DOX. (Lei Wei, 2015) (Tomas
Simunek, 2009). Otros estudios sugieren que la mitocondria es pieza clave en el

desarrollo de la cardiotoxicidad inducida por DOX.

2.6.1 Hipdtesis de la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno inducida por

Doxorrubicina

2.6.1.1 Especies Reactivas de Oxigeno

Las ERO incluyen moléculas radicales y no radicales que se forman a partir de una
reduccion parcial de moléculas de oxigeno. Las principales ERO son el anion
Superéxido (O, ), peroxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OHe) (Paul D.

Ray, 2012). En presencia de metales como el hierro y cobre, el peréxido de hidrogeno
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puede generar el radical hidroxilo (reaccion de Fenton); incluso, el anién superoxido
también puede reaccionar con el peroxido de hidrogeno para producir radicales
hidroxilo, que representa la ERO mas reactiva (Esra Birben, 2012). Ademas de
reaccionar con el peréxido de hidrogeno, el anidon superoxido puede reaccionar con
especies reactivas de nitrégeno, como el 6xido nitrico (NO-), dando como resultado la

produccién de peroxinitrito (ONOO ).

Estas moléculas son producidas por el metabolismo celular normal pero pueden
reaccionar con otras moléculas dentro de la célula, causando la pérdida de su
estructura y funcion (Adelheid Weidinger, 2015) (Esra Birben, 2012). Se piensa que son
las especies reactivas secundarias (peroxinitrito y radical hidroxilo) las que causan

mayor dafio a la célula.

2.6.1.2 Sistema Antioxidante Celular
Dentro de la célula existen dos herramientas que permiten contrarrestar el efecto de
las moléculas oxidantes. Una son las enzimas antioxidantes y la otra, las moléculas no

enzimaticas (Esra Birben, 2012).

2.6.1.3 Enzimas Antioxidantes
La célula contiene enzimas que le permiten catalizar reacciones para convertir especies
oxidantes en moléculas menos reactivas, por lo que son conocidas como enzimas

antioxidantes y se encargan de mantener el balance del estado éxido-reduccién celular.

La superdxido dismutasa (SOD) fue la primera de este grupo de enzimas en ser
descubierta y debido a que el anion superéxido representa la ERO mas abundante, la
actividad de SOD es muy importante (Esra Birben, 2012). Tres distintas isoformas de

SOD han sido identificadas en células de mamifero:

e SODL1 se caracteriza por tener un atomo de cobre y zinc en su centro catalitico y
por encontrarse en compartimentos citoplasmaticos. Su peso molecular es de
alrededor de 32 kDa.

e SOD2 contiene manganeso como cofactor y se localiza en la mitocondria. Existe

como tetramero con un peso molecular aproximado de 23 kDa por subunidad.
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e SOD3 también contiene un atomo de cobre y zinc en su sitio catalitico y es una
enzima extracelular. Funciona como un homotetramero de 135 kDa por
subunidad (Igor N. Zelko, 2002).

La catalasa es la enzima que se encarga de convertir el perdxido de hidrogeno en agua
y oxigeno, lo cual es necesario debido a que el peroxido de hidrogeno en altas
concentraciones puede causar dafios a la célula. La catalasa humana se encuentra
como un homotetramero con un grupo hemo en cada subunidad y tiene un peso
molecular total aproximado de 240 kDa (Laszlo Goth, 2004) (Henry N.Kirman, 1984).

La glutation peroxidasa también contribuye con la conversion de peréxido de hidrégeno
en agua y reduciendo a los lipidos peroxidados utilizando al glutatibn como agente
reductor. Es una enzima dependiente de selenio que funciona como tetramero y tiene

un peso molecular aproximado de 95 kDa (Yogesh C. Awasti, 1975 ).

2.6.1.4 Antioxidantes no enziméticos

Las moléculas antioxidantes actian como secuestradores directos de ERO, ya que su
estructura quimica les permite ser oxidadas con cierta facilidad interrumpiendo la
reaccion de las ERO con otras moléculas celulares. Vitaminas como el &cido ascorbico
y la vitamina E, glutation y compuestos derivados de plantas (flavonoides y
carotenoides) forman parte del sistema antioxidante celular no enzimatico (Flora, 2009)
(Esra Birben, 2012).

2.6.1.5 Estrés Oxidativo Celular

El estrés oxidativo celular (EO) ocurre cuando hay un incremento de ERO o una
disminucion en los miembros del sistema antioxidante. La célula buscara contrarrestar
el dafio oxidante incrementando la expresion genética de sus enzimas antioxidantes y
proteinas estructurales, mediante la activacion de factores de transcripcion de
respuesta al estrés, ya que las ERO pueden reaccionar con biomoléculas de gran
importancia, como acidos nucleicos, lipidos y proteinas, afectando su estructura y
funcion (Esra Birben, 2012).
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2.6.1.6Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno por Doxorrubicina

Durante la administracién de DOX ocurre un aumento en la produccién de ERO, el cual
ha podido ser medido a través de marcadores de estrés oxidativo como la
determinacién de peroxidacion de lipidos o proteinas carboniladas.

El incremento de ERO puede explicarse a partir de la estructura quimica de DOX la
cual tiene dos grupos quinona adyacentes, como se menciond anteriormente. Estos
grupos quinona pueden ser reducidos por enzimas como las reductasas citocromo P-
450, xantina oxidasa o NADH deshidrogenasa (complejo | de la cadena respiratoria en
la mitocondria) generando el radical libre semiquinona, que en presencia de oxigeno
produce ERO al perder un electron y regresando a su estado de quinona original
(Genzou Takemura, 2007) (Alberts, 2014).

Otro mecanismo propuesto para explicar la formacion de ERO es la formacion de un
complejo entre DOX y moléculas de hierro. Este complejo se reduce y oxida, y en
presencia de oxigeno genera anién superoxido. Por otra parte, la presencia de hierro
favorece la formacién de anion hidroxilo a través de una reaccion tipo Fenton. (P

Vejpongsa, 2014).

Estrés Oxidativo en el cardiomiocito

Es importante mencionar que los cardiomiocitos expresan relativamente una menor
cantidad de enzimas antioxidantes en comparacion con tejidos como el higado,
provocando una mayor susceptibilidad del cardiomiocito ante el estrés oxidativo.
(Michael S. Ewer, 2010) (Joel Salazar-Mendiguchia, 2013).

28



. Complejo
Y FC\J Dox-Fe
0 0

NAD(P)H+ H*

NAD(P)*

Figura 3. Ciclo de 6xido reduccidn, formacion del complejo DOX-Fe y produccién de
especies reactivas de oxigeno mediado por Doxorrubicina

2.6.2 Hipotesis de Dafo Mitocondrial inducido por Doxorrubicina

2.6.2.1 La mitocondria: estructuray funcién

La mitocondria es un organelo que funciona como convertidor de energia y provee la
mayor parte del ATP utilizado en las células eucariotas. Se describe como un cuerpo
pequefio con forma de bacteria y con un didmetro entre 0.5-1 um, pero
extremadamente dindmico y plastico, cambiando de lugar y forma, dividiéndose y
fusionandose. La mitocondria consta de dos membranas: la membrana interna contiene
las proteinas que conforman la cadena respiratoria y esta dispuesta en forma de
crestas; la membrana externa encierra las crestas y es mucho mas permeable que la
membrana interna. La matriz mitocondrial es el espacio contenido por la membrana
interna y es donde ocurre el ciclo de Krebs, que es parte del metabolismo de lipidos y
carbohidratos.
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Ademas de su importante papel bioenergético, la mitocondria cumple otras importantes
funciones dentro de la célula. Es un amortiguador del potencial redox del citosol al
regenerar las moléculas de NAD* que han sido reducidas a NADH, y a su vez
generando mas NADH para la biosintesis de moléculas; sintetiza lipidos, incluso para

otros organelos, y actia como un amortiguador de calcio en la célula (Alberts, 2014).

2.6.2.2 Importancia de la mitocondria en el cardiomiocito

El corazon tiene como funcidén principal distribuir la sangre a todos los tejidos del
organismo, la cual contiene oxigeno y nutrientes necesarios para las células y también
se encarga de recoger los desechos del metabolismo celular para su eliminacién. Para
cumplir esta funcién, el masculo cardiaco requiere grandes cantidades de energia que
le permitan sostener su continua contraccion. EI 90% de esta energia proviene del ATP
generado mediante la fosforilacién oxidativa mitocondrial, lo que explica por qué el 30%
del peso del cardiomiocito estd representado por mitocondrias y que cualquier
alteracion en la estructura y metabolismo de este organelo afecta directamente la

funcién del cardiomiocito (Malgorzata Tokarska-Schlattner, 2006).

2.6.2.3 Dafio en la mitocondria como factor en el desarrollo de cardiotoxicidad
inducida por Doxorrubicina

El mecanismo por el cual DOX afecta el funcionamiento de la mitocondria ha sido
estudiado profundamente, llevando al desarrollo de diferentes hipétesis que incluyen la
alteracion de la membrana mitocondrial interna y la toxicidad por estrés oxidativo. Estas
hip6tesis hacen referencia a la formacion de un complejo entre DOX y la cardiolipina
como parte de la explicacion de estos mecanismos (Malgorzata Tokarska-Schlattner,
2006) (E. Goormaghtigh, 1990).

La cardiolipina es un fosfolipido que se encuentra especificamente en la membrana
interna mitocondrial, que ademas de su funcion estructural, contribuye a que las
proteinas transportadoras y los complejos que conforman la cadena respiratoria
funcionen adecuadamente (E. Goormaghtigh, 1990) (Wallace, 2003). Estudios
relacionan la alta afinidad de DOX por la cardiolipina con su mayor efecto cardiotdxico,
esto en base a que otros agentes menos cardiotoxicos también tienen una menor

afinidad por este fosfolipido.
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Se considera que el complejo formado por DOX y cardiolipina lleva a una disminucién
en la actividad de la cadena respiratoria al interferir con el funcionamiento de sus
complejos (O Marcillat, 1989). Esto afecta considerablemente el estado bioenergético
del cardiomiocito. El transporte de moléculas que van hacia dentro o hacia afuera de la

mitocondria también es interferido por este complejo (Wallace, 2003).

Como se menciond anteriormente, DOX es metabolizada por enzimas carbonil
reductasas y del citocromo P-450, las cuales son muy abundantes en el reticulo
endoplasmico de los hepatocitos. El cardiomiocito contiene una cantidad limitada de
estas enzimas, sin embargo contiene grandes cantidades de mitocondrias. EI complejo
| de la cadena respiratoria mitocondrial (NADH deshidrogenasa) tiene la capacidad de
reducir a DOX, generando su radical semiquinona, el cual entra a un ciclo redox que en
presencia de oxigeno incrementa las concentraciones del anion superoxido provocando

un estado EO en el cardiomiocito (J. M. Berthiaume, 2007).

Otro fendmeno que ha sido observado en la mitocondria durante la administracion de
DOX es la llamada permeabilidad transitoria mitocondrial (PTM), caracterizada por una
pérdida de de la permeabilidad selectiva, responsable de mantener el potencial de
membrana y regular la concentracion de calcio en la mitocondria. Se ha observado que
la PTM esta mediada por un poro. Este poro contiene residuos tiol sensibles al estado
redox, que al oxidarse permiten la apertura del mismo. Se piensa que es el estado de
EO generado por DOX la causa de este fendmeno y que finaliza con la hinchazén
mitocondrial y con la despolarizacion y pérdida de la regulacion bioenergética y del
calcio (Wallace, 2003).

2.6.3 Posibles vias de muerte celular inducidas por Doxorrubicina

La mayoria de las hipotesis que buscan explicar el mecanismo de cardiotoxicidad
inducida por DOX llegan a la conclusion que el EO generado en el cardiomiocito tiene
como consecuencia la muerte celular. Las vias de apoptosis que han sido sugeridas
son la activacion de p53 mediada por el anion superoxido y peroxido de hidrégeno, que
a su vez activa al gen Bax, el cual induce la apoptosis. Ademas se considera que el EO

puede activar a la cinasa de sefal regulatoria de la apoptosis 1 (ASK1), enzima que
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participa en la via de muerte celular de las cinasas c-Jun N-terminal (JNK) y la via de
las cinasas MAP p38 (MAPK) (Genzou Takemura, 2007).

2.7 Estrategias para prevenir la cardiotoxicidad inducida por Doxorrubicina

Como parte de las estrategias que han sido desarrolladas para prevenir la
cardiotoxicidad inducida por DOX, su administracion como una infusion continua de 48
a 96 horas y no como un bolo intravenoso ha resultado la manera mas efectiva para
prevenir las manifestaciones agudas de cardiotoxicidad al mantener niveles
plasmaticos bajos de esta antraciclina (Sewa S. Legha, 1982) (Giorgio Minotti, 2004). A
pesar de que la disminuciéon de la cardiotoxicidad aguda en adultos se disminuy6
considerablemente al implementar esta medida de seguridad, los estudios realizados
en niflos no han sido concluyentes para asegurar que las infusiones de DOX pueden
disminuir la incidencia de IC en la poblacion pediatrica (Giorgio Minotti, 2004) (Steven
E. Lipshultz, 2013).

La busqueda de analogos de antraciclinas no sélo se ha dirigido a encontrar analogos
con una mejor actividad antitumoral, sino en encontrar analogos que no presenten o
disminuyan este efecto secundario. Ninguno de los analogos desarrollados, como lo
son epirrubicina o idarrubicina, han demostrado eliminar completamente el desarrollo
de la cardiotoxicidad, por lo que no se ha logrado sustituir el uso de DOX en la clinica.
(Giorgio Minotti, 2004) (Steven E. Lipshultz, 2013)

El dexrazoxano (DXZ) es el unico farmaco aprobado por la FDA para utilizarse como
agente cardioprotector durante el tratamiento con antraciclinas desde 1995. Comenzo a
utilizarse en pacientes de cancer de mama avanzado a las que se les administraba
mas de 300 mg/m2 como una medida para disminuir la incidencia y severidad de
cardiotoxicidad en esta poblacion. EI DXZ es wun derivado del acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y se piensa que provee cardioproteccion gracias a las
propiedades quelantes que poseen sus productos al ser hidrolizado. Al quelar el hierro
evitaria que se formara el complejo DOX-hierro, el cual es una fuente importante de
ERO (Cvetkovi¢ RS, 2005) (Robert C. Kane, 2008). El uso de este agente sigue siendo

controversial debido a que estudios han relacionado su uso con el desarrollo de
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neoplasias malignas secundarias en pacientes pediatricos (Dana M. Walker, 2013)
(Cameron K. Tebbi, 2007).

La cardioproteccion se ha buscado a través del desarrollo de sistemas de liberacion
que aseguren que DOX llegue especificamente al tejido tumoral, evitando o
disminuyendo sus efectos secundarios en los que se ecuentra la cardiotoxicidad. La
FDA ha aprobado el uso de DOX liposomal para el tratamiento de canceres
especificos, como el cancer de mama avanzado, cancer de ovario, sarcoma de Kaposi
por Sindrome Inmunodeficiencia Adquirido y mieloma multiple refractario o reincidente.
A pesar que estudios han demostrado que DOX liposomal disminuye la incidencia de
cardiotoxicidad, no se ha logrado demostrar que los beneficios sean lo suficientemente
significativos para justificar el costo 100 veces mayor respecto a DOX convencional
puesto que la eficacia de las dos formulaciones es practicamente la misma, sobre todo
en paises no desarrollados en los que su uso resulta poco viable (Yik Hoe Ngan, 2016).

Incluso se ha evaluado la actividad cardioprotectora de B-bloqueadores y de Inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina, los cuales son utilizados para tratar la
cardiomiopatia derivada por DOX, sin embargo los estudios no han mostrado

resultados claros. (Peter Georgakopoulos, 2010) .

La busqueda de nuevas medidas cardioprotectoras para el uso de DOX sigue siendo
un tema de interés, ya que hasta el momento ninguna de las estrategias desarrolladas
ha logrado disminuir la incidencia de este efecto adverso en forma significativa. Debido
a que el estado de EO generado por DOX en el cardiomiocito es una de las hipétesis
mas aceptadas para explicar la cardiotoxicidad, el uso de compuestos antioxidantes

para contrarrestar este efecto ha sido de mucho interés.

Diferentes compuestos con propiedades antioxidantes, como la vitamina E y la N-
acetilcisteina, han sido probadas en la busqueda de disminuir o evitar la cardiotoxicidad
inducida por DOX. Sin embargo, no han logrado mostrar un efecto cardioprotector

significativo durante las pruebas clinicas (Giorgio Minotti, 2004).
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A estos estudios se han sumado el uso de otros compuestos naturales que también
muestran una actividad antioxidante, incluyendo compuestos derivados de plantas

como son los flavonoides.
2.8 Flavonoides

2.8.1 Historia y estructura quimica de los Flavonoides

Los flavonoides son compuestos naturales sintetizados por las plantas que se
caracterizan por tener estructuras fendlicas variables. En 1930 la rutina fue aislada a
partir de la naranja, y aunque en un principio se pensé que se trataba de una vitamina
(vitamina P), tiempo después se determind que se trataba de un flavonoide. A partir de
entonces miles de flavonoides han sido identificados. La estructura quimica de los
flavonoides comparte un esqueleto de 15 carbonos que consiste en dos anillo de

benceno unidos mediante un anillo de pirano (Pandey, 2013).

Figura 4. Estructura quimica general de los flavonoides

2.8.2 Clasificacion de los Flavonoides

La estructura base que comparten los flavonoides presenta diferentes sustituciones
guimicas las cuales han permitido su clasificacion. Las diferentes clases de flavonoides
varian en su grado de oxidacion y en el patrén de sustitucién del anillo C, mientras que
compuestos que pertenecen a la misma clase difieren en el patrén de sustitucion de los
anillos Ay B. En los flavonoides el anillo B se encuentra unido a la posicion 2 del anillo
C, mientras que en los isoflavonoides, a la posicidén 3. Las hidroxilaciones se presentan
por lo general en las posiciones 3, 5, 7, 2, 3', 4y 5, y los sustituyentes glucosidicos
generalmente se encuentran en las posiciones 3 o 7 (Shashank Kumar, 2013).
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Basados en sus estructuras quimicas, podemos identificar a seis clases de flavonoides
particularmente abundantes en la naturaleza: flavonoles, flavanones, flavones,

isoflavones, flavanoles y antocianidinas (Patel, 2008).

Los flavonoides pueden existir como mondémeros, dimeros o polimeros. Los polimeros
de flavonoides son llamados taninos y segun su composicion son divididos en taninos
condensados, cuando solo estan formados por monomeros de flavonoides, y en
taninos hidrolizables, cuando contienen acido galico o una molécula similar esterificada
a un carbohidrato (N.C. Cook, 1996).

2.8.3 Funciones de los Flavonoides en las plantas

La sintesis de flavonoides en las plantas ha evolucionado como mecanismo de defensa
gue les confiere proteccion contra dafios ocasionados por parasitos, herbivoros,
patdgenos, luz ultravioleta y EO, ademas de ayudar en procesos como la polinizacion y
guia de insectos hacia su fuente de alimentacion, por ejemplo confiriéndoles color a
flores y frutos (N.C. Cook, 1996) (Pietta, 2000).

2.8.4 Fuentes de Flavonoides y su ingesta en la dieta

Los flavonoides son los compuestos polifendlicos mas comunes y ampliamente
distribuidos en las plantas y se encuentran en casi cualquier parte de ellas. Los
flavonoides son fitoquimicos por lo que no pueden ser sintetizados por los animales
pero forman parte de los nutrientes consumidos por el humano. Los podemos encontrar
en frutas, vegetales, semillas y productos derivados de estos como jugos, té y vino. Los
flavonoles son la clase de flavonoides mas abundante de la dieta, siendo la quercetina
el flavonoide méas consumido por el humano. Debido a la diferencia que existe en la
dieta de las personas y a que los flavonoides estan ampliamente distribuidos en los
vegetales, resulta dificil determinar una ingesta promedio de flavonoides en la
poblacién (Shashank Kumar, 2013) (N.C. Cook, 1996).

2.8.5 Beneficios ala salud por el consumo de Flavonoides
El interés en las plantas medicinales con potencial terapéutico ha llevado a determinar
su contenido de flavonoides y conocer su actividad biologica. Entre las propiedades

atribuidas a los flavonoides se encuentran su actividad antioxidante, antibacterial,
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antiinflamatoria, antiviral y antitumoral, ademas se les ha considerado agentes

cardioprotectores y hepatoprotectores (Shashank Kumar, 2013) (N.C. Cook, 1996).

2.8.6 Flavonoides como agentes antioxidantes

El mecanismo por el cual los flavonoides confieren proteccion antioxidante podria
involucrar la inhibicién de la formacién de ERO mediada por una disminucién de la
actividad de las enzimas responsables de su generacion, como la xantina oxidasa o
NADH oxidasa, o por medio de la quelacién de metales que promueven la formacién de
ERO a través de reacciones tipo Fenton, como se explicé anteriormente. Otra de las
propiedades antioxidantes de los flavonoides, la cual depende de su estructura
guimica, es la secuestracion directa de ERO como lo son el anidon superoxido, los
radicales peroxilo, alcoxilo e hidroxilo, reduciendo su concentracién. Finalmente, se

piensa que los flavonoides incrementan la expresion de enzimas antioxidantes.

Los flavonoides actian combinando estas propiedades antioxidantes y protegen al

organismo del dafio ocasionado por el EO (Pietta, 2000).

2.8.7 Flavonoides en la proteccion del Sistema Cardiovascular

Se ha observado que la ingesta de flavonoides tiene relacion con una menor mortalidad
debida a problemas cardiacos coronarios entre los paises. Algunos de los mecanismos
propuestos para explicar la proteccion cardiaca por el consumo de flavonoides indican
qgue se debe a su habilidad para prevenir la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad, la cual favorece la aterogénesis. A los flavonoides también se les atribuyen
propiedades de antiagregacion plaquetaria y vasodilatacibn que ayudan en la

prevencion de enfermedades cardiacas (L. H. YAO, 2004).

2.9 Flavonoides como estrategia contra la cardiotoxicidad inducida por
Doxorrubicina

En un estudio realizado en células de miocardio, se observd que el flavonoide
epigalocatequin-3-galato, encontrado en el té verde, puede reducir el dafio ocasionado
por DOX al revertir la deplecion de calcio en el reticulo endoplasmico y neutralizar las

ERO que se observa en el tratamiento con DOX (Jin Zheng, 2011).
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Otro estudio realizado en ratas tratadas con DOX en una dosis acumulada de 15 mg/kg
(3 dosis no consecutivas de 5 mg/kg) mostr6 que la administracion diaria de
procianidinas, flavonoide obtenido de las semillas de uva, en una dosis de 150 mg/kg
protegié a las ratas de la cardiotoxicidad inducida por DOX mostrando mejor funcién
cardiaca y una menor vacualizacion de los cardiomiocitos en comparacion con ratas
tratadas Unicamente con DOX. Ademas la administracion de procianidinas resultd en
una menor cantidad de creatin cinasa, aspartato y alanino transferasa en suero
(biomarcadores de dafio cardiaco) y una mayor actividad antioxidante en el miocardio
de las ratas tratadas con DOX (Sabry M. Attia, 2010).

2.10 Cacao como fuente importante de Flavonoides

El cacao, principalmente sus semillas, es una fuente importante de flavonoides
representando alrededor del 7% de su peso. Los favanoles también conocidos como
flavan-3-oles son la clase de flavonoides mas abundante en el cacao. Los flavanoles
del cacao son principalmente catequinas que se encuentran como mondmeros o

formando polimeros conocidos como procianidinas (Kris Etherton, 2002).

También han sido identificados otras clases de flavonoides en el cacao como las
antocinidinas, que representan un 4% del contenido total de polifenoles, asi como

algunos flavonoles y flavones (C. Andres-Lacueva, 2008).

Es importante mencionar que el contenido de flavonoides en los productos derivados
del cacao depende del lugar de cultivo y el procesamiento de las semillas. Las semillas
son fermentadas y secadas, después se tuestan y muelen para obtener el licor del
cacao utilizado para la produccion de chocolate. El polvo de cacao se obtiene al extraer
el aceite al licor de cacao. Ademas, la alcalinizacion es un método utilizado para
modificar el color de las semillas, licor o polvo de cacao. Todo este procesamiento,
principalmente la fermentacién y la alcalinizacion, disminuye la concentracion de
polifenoles contenidos originalmente en las semillas de cacao (C. Andres-Lacueva,
2008).
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2.10.1 Beneficios a la salud por consumo de productos derivados del Cacao

Los productos derivados del cacao han sido consumidos a través de los afios en
diferentes civilizaciones, no solamente por su buen sabor sino también por sus
beneficios a la salud. Los Mayas preparaban una bebida a partir de las semillas de
cacao y la llamaban la bebida de los Dioses, que dio lugar al nombre cientifico de la
planta del cacao, Theobroma cacao, del griego theo (Dios) y broma (comida). Los
aztecas preparaban una bebida a partir de las semillas del cacao, el chocolatl, y era
llamada la “bebida divina” por el Emperador Azteca Moctezuma debido a que conferia
mayor resistencia a la fatiga. Durante la Conquista de América por los espafioles,
Hernan Cortes menciond que una taza de esta bebida permitia a los hombres caminar
un dia entero sin comer. En el siglo XVI el cacao fue llevado a Europa donde se
continué usando por sus propiedades medicinales y comenzé a procesarse de
diferentes maneras. Actualmente el consumo de cacao y chocolate sigue siendo muy
importante, sin embargo su uso se ha inclinado hacia la reposteria, lo que ha mermado
sus propiedades nutricionales principalmente por el alto contenido de lipidos vy
carbohidratos con el que se procesa (Kris Etherton, 2002) (Roberto Corti, 2009).

En el afio de 1999 se realiz6 un estudio en la comunidad de los Indios Kuna para
obtener informacion acerca de los factores genéticos y no genéticos involucrados en el
desarrollo de la hipertensidén sanguinea. La comunidad Kuna es una poblacion que vive
en las islas de San Blas en Panama que se encuentra separada del resto del pais y
tiene la peculiaridad de mostrar una baja incidencia de hipertensién sanguinea entre
sus habitantes, lo cual desperto el interés de su estudio. En esta investigacién también
participaron personas originarias de la comunidad Kuna que habian emigrado a la
ciudad y que cambiaron su estilo de vida, con el propésito de conocer si la baja
incidencia de los indios Kuna para desarrollar hipertension tenia un origen genético o
no. Los resultados fueron muy interesantes: en primer lugar se observé que entre los
miembros de la comunidad indigena que adoptaban el estilo de vida de la ciudad, la
incidencia de hipertensién aumentaba, lo que sugiere que la proteccién contra la
hipertension en la comunidad Kuna no se trata de un factor genético. En segundo lugar
los estudios de alimentacion mostraron que no existian cambios importantes en el tipo

y la cantidad de la comida, ademas que de que el consumo de sal por parte de los
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indios en la isla era incluso mayor que las poblaciones occidentales. Sin embargo, una
diferencia importante que se encontr6 fue el tipo de bebidas ingeridas. El agua no es
muy abundante en la isla, por lo cual los indios preparan una bebida a base de cacao
gue toman practicamente todo el dia (mas de 5 tazas diarias). Otro cambio que se
observo en el estudio fue un mayor consumo de pescado por parte de los habitantes de
la isla, lo que podria proveerles de una mayor cantidad de omega 3. Sin embargo, la
ingesta de pescado no es tan importante como para poder atribuirle la proteccion
contra la hipertension ademas de que se ha demostrado que el consumo de omega 3
tiene un efecto modesto en la presion sanguinea (Norman K. Hollenberg, 2009)
(McCullough, 2006).

Con este estudio se incremento el interés por conocer las propiedades del cacao, en
especial sus beneficios al sistema cardiovascular. Los beneficios observados en el
sistema cardiovascular y en todo el organismo con el consumo de productos derivados
del cacao son atribuidos a sus propiedades como antioxidante, vasodilatador,
antihipertensivo, antiplaquetario y antiinflamatorio (Mary B. Engler, 2006). Ademas de
estos efectos, otros estudios sugieren que el consumo de productos derivados del
cacao puede disminuir la resistencia a la insulina, modular el sistema inmune, disminuir

el riego de carcinogénesis, proteger el sistema nervioso y la piel (David L. Katz, 2011).

2.10.2 Flavonoides en la mediacion de los beneficios a la salud por el consumo
de productos derivados del Cacao

Los flavonoides no son los Unicos compuestos con actividad bioldgica presentes en el
cacao. El cacao es rico en metilxantinas, teobromina y cafeina que tienen efecto como
moduladores del sistema nervioso central y gastrointestinal, ademas de su efecto
diurético. Sin embargo, debido a sus propiedades, los flavonoides son considerados los
principales mediadores de los beneficios a la salud atribuidos al consumo de productos
derivados del cacao (Swen Langer, 2011) (Hendrik J. Smit, 2004).

2.10.3 Flavanoles del Cacao
En 1909 Ultee y van Dorsen identificaron al principal compuesto polifendlico del cacao

con una formula empirica de CiHicOs y le asignaron el nombre de “kakakol”.
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Actualmente se sabe que este producto de aspecto cristalino contenia a las de

catequinas del cacao.

Los monomeros de catequina mas abundantes en el cacao son la (+)-catequina y la
(-)-epicatequina. Estos enantiomeros solo difieren en la configuracion de su C-3, ya que
la (+)-catequina tiene una configuracion “S” y la (-)-epicatequina tiene la configuracion
‘R”. Los otros dos enantidmeros, (-)-catequina y (+)-epicatequina no abundan en la

naturaleza y por lo tanto tampoco en el cacao (Abbe Maleyki Mhd Jalil, 2008).

Los oligdbmeros y polimeros de catequinas, o procianidinas, representan alrededor del
90% del total de polifenoles y estan constituidas principalmente de (-)-epicatequina,
mientras que los mondmeros representan del 5 al 10% (C. Andres-Lacueva, 2008).
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Figura 5. Estructura quimica de a) (+)-Catequina (2R, 3S) y b) (-)-Epicatequina (2R,
3R)

2.11 (-)-Epicatequina

La (-)-epicatequina (Epi) es el monémero de flavanol mas abundante en el cacao
representando el 35% de su contenido total de polifenoles (C. Andres-Lacueva, 2008).
En cuanto a la biodisponibilidad de Epi, estudios en humanos muestran que despueés
de consumir un producto derivado del cacao rico en flavonoides, la concentracion mas
alta de Epi en plasma se observa 2 horas después de la ingesta, con la eliminacién de

la mayor parte de ésta a las 8 horas.

Estudios sobre los flavonoides del cacao han mostrado una relaciéon directa del

consumo de productos derivados del cacao con un incremento de la concentracion de
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Epi y la capacidad antioxidante del plasma. Ademas, la cantidad de productos de la
oxidacion de lipidos en plasma ha mostrado una relacion inversa con el incremento de
Epi. Es por esto que Epi es considerada un mediador importante de los beneficios
atribuidos al consumo de productos derivados del cacao (Kris Etherton, 2002).

2.11.1 Beneficios de (-)-Epicatequina en el Sistema Cardiovascular

El consumo de productos derivados del cacao muestra beneficios en el sistema
cardiovascular, incluyendo la mejora del funcionamiento endotelial. Estudios relacionan
directamente este efecto con la Epi presente en el cacao. La funcion endotelial es
mediada por el metabolismo del éxido nitrico (NO) y otras moléculas vasoactivas como
los prostanoides. Un estudio realizado en humanos adultos que consumieron chocolate
obscuro rico en flavonoides durante 2 semanas, relaciona el aumento de la dilatacion
mediada por el flujo de la arteria braquial (una medida del funcionamiento endotelial)
con el incremento de Epi en plasma (Mary B. Engler, 2006). Ademas de esta medicion,
el consumo cronico de flavanoles se relaciona con una alta excrecion de metabolitos de
NO, lo que es consistente con un incremento de la produccién de NO que favorece la

vasodilatacién (Hagen Schroeter, 2005).

Cuando Epi es administrada directamente en humanos se mimetiza la mejora en la
funcion endotelial observada con el consumo de productos derivados del cacao. El
mecanismo propuesto para explicar la mejora en el endotelio es con un incremento en
la produccion de NO mediante la activacién de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) por accion de Epi (Hagen Schroeter, 2005).

Ademas del mejoramiento en endotelio, Epi ha mostrado favorecer la angiogénesis y
conferir proteccion al miocardio. Un estudio en ratones a los que se les administré Epi a
una dosis de 1mg/kg dos veces al dia durante 15 dias, mostré6 un incremento en la
angiogénesis en el miocardio similar a lo observado en ratones sometidos a ejercicio
fisico durante el mismo periodo de tiempo (I Ramirez-Sanchez, 2012), mientras que en
un estudio realizado en ratas sometidas a cirugia de isquemia-reprefusion tratadas con
Epi a una dosis de 1 mg/kg por dia 10 dias antes de la cirugia, mostraron una
disminucién del tamafio de la zona de infarto 48 horas después de la cirugia (Katrina
Go Yamazaki, 2008).
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2.11.2 Beneficios de (-)-Epicatequina en la mitocondria

Epi ha sido considerada como un mediador del funcionamiento mitocondrial, lo que
podria explicar en parte los efectos benéficos a la salud que se le atribuyen. Se ha
reportado que la administracion de Epi en una dosis de 1 mg/kg dos veces al dia por un
periodo de 15 dias incrementa la maquinaria de fosforilacion oxidativa en musculo
esquelético y corazon asi como la densidad y contenido de crestas mitocondriales. Los
resultados fueron aun mejores que los obtenidos con ratones sometidos a ejercicio
fisico sin Epi, pero los efectos se potencializaban al combinar los dos tratamientos

(Epicatequina y ejercicio fisico) (Leonardo Nogueira, 2011).

En un estudio realizado en ratas sometidas a cirugia de isquemia-reperfusion a las que
se les administré Epi via intravenosa en una dosis de 10 mg/kg, se observé una menor
area de infarto y una disminucion de la remodelacion adversa del tejido cardiaco.
Incluso una segunda dosis de Epi a las 12 horas de la cirugia, mostré una mayor
disminucién del dafio causado por el infarto. Los investigadores sugieren que esta
proteccion podria ser mediada por la via éxido nitrico sintasa/guanilil cilcasa soluble
(NOS/sGC) la cual seria activada por Epi estimulandose el transporte y oxidacién de
piruvato en la mitocondria (Katrina Go Yamazaki e. a., 2014).

Otro estudio realizado en cultivo de células de endotelio de arteria coronaria bovina
mostro que el tratamiento con Epi incrementaba la actividad de la enzima citrato sintasa
y la expresion de proteinas mitocondriales. Se sugiere que este incremento en la
actividad y nivel de proteina mitocondrial es mediado por la produccion de NO, el cual
es considerado un estimulante de la biogénesis mitocondrial (Aldo Moreno-Ulloa e. a.,
2013).

Células obtenidas de tubulo proximal de raton fueron tratadas con el agente de
guimioterapia cisplatino por una hora y después de retirarlo se trataron con Epi, para
evaluar su efecto protector a nivel mitocondria. Los resultados mostraron que Epi
protege del dafio mitocondrial inducido por cisplatino previniendo la liberacion de
citocromo c y la pérdida del potencial de membrana (Katsuyuki Tanabe, 2012).

42



2.11.3 Beneficios de (-)-Epicatequina en el Sistema Antioxidante Celular

Las propiedades antioxidantes atribuidas al consumo de productos derivados del cacao
se han relacionado con el incremento de Epi en sangre, que es consistente con el
incremento en la capacidad antioxidante y la disminucién de la peroxidacion de lipidos

en suero (Janice F. Wang, 2000 ).

Otro estudio reciente en el que se administrd Epi en una dosis de 1mg/kg dos veces al
dia a ratones seniles, mostré cambios favorables en el sistema de defensa antioxidante
y la biogénesis mitocondrial. Especificamente en corazén, los niveles de SOD2,
catalasa y glutatibn peroxidasa se incrementaron parcialmente en los ratones seniles
tratados con Epi (Aldo Moreno-Ulloa, 2014).
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3. Materiales y Métodos

3.1 Tratamiento de los Animales.

40 ratones CD1 machos de 6 semanas de edad de un peso entre 25y 36 g que se
mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 h a 25°C, con libre acceso a agua y
comida, fueron divididos en cuatro grupos. El primer grupo (Ctr, n=10) fue tratado con
0.1 mL de agua destilada via oral diario y 0.1 mL de solucion salina via intraperitoneal
los dias correspondientes a la administracion de DOX. El segundo grupo (Epi, n=9) fue
tratado con 1mg/kg/dia de Epi (Sigma-Aldrich) via oral y 0.1 mL de solucién salina via
intraperitoneal los dias correspondientes a la administracion de DOX. El tercer grupo
(DOX, n=10) fue tratado con 0.1 mL de agua destilada via oral diario y 5mg de DOX
(Adriamicina, Roche) por kg de peso los dias 5, 8, 11, 14 y 17 del tratamiento para
alcanzar una dosis acumulada de 25 mg/kg. El cuarto grupo (DOX+Epi, n=10) fue
tratado con 1mg/kg/dia de Epi via oral y se le administr6 DOX en la misma dosificacion

gue el grupo DOX. Se hizo un seguimiento diario del peso corporal de cada ratén.

3.2 Recoleccion de muestras

Los ratones fueron eutanizados 21 dias después de haber iniciado el tratamiento oral.
El corazén de cada raton fue extraido, pesado y congelado a -80°C inmediatamente
hasta su procesamiento. Muestras de sangre fueron colectadas y mezcladas con 150
Ul de heparina, se centrifugaron a 1,500 rpm durante 15 min para obtener el plasma y

se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

3.3 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios anti catalasa, anti SOD2 fueron obtenidos de Abcam vy
preparados en una dilucién 1:5000. El anticuerpo primario utilizado para reconocer
grupos dinitrofenilos (anti DNP) fue obtenido de Abcam y preparado en una dilucion
1:1000. El anticuerpo primario anti gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa fue
obtenido de Cell Signaling y preparado en una dilucibn de 1:1000. El anticuerpo
primario anti mitoilina fue obtenido de MitoSciences y preparado en una dilucién de 20
ML por cada 10 mL. El anticuerpo primario de anti complejo V fue obtenido de

MitoSciences y preparado en una dilucién de 5 puL por cada 10 mL. Los anticuerpos
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secundarios conjugados con peroxidasa de rabano para raton y conejo fueron

obtenidos de Cell Signaling y se prepararon en una dilucion 1:5000.

3.4 Homogenizacion de tejidos y obtencion de proteina total

Muestras de miocardio (25 a 35 mg) fueron homogenizadas con un politrén en 350 uL
de buffer de lisis (Tris 50 nM, NaCl 150 nM, IGEPAL 1%, Desoxicolato de sodio 0.5%,
SDS 0.1%), inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich), 5 mM Nas;VO, y 3 mM NaF. Los
homogenizados fueron sonicados por 15 min a 4°C y centrifugados a 13,000 rpm
durante 15 min a 4°C. El sobrenadante con la proteina total fue colectado y se

almacen6 a -80°C hasta su procesamiento.

3.5 Método de Bradford

Se utiliz6 una solucién de albumina de suero bovino a una concentracion de 1mg/mL
para realizar la curva estdndar. Las muestras fueron diluidas 1:5 en agua y mezcladas
con 200 pL de reactivo de Bradford (Bio Rad) en una placa de 96 pocillos. Se dejo
reaccionar durante 5 min. La absorbancia se determin6 a una longitud de onda de 595

nm con un microlector.

3.6 Western Blot

La concentracion de proteina total de las muestras fue determinada utilizando el
método de Bradford por triplicado. 20 pg de muestra fue cargado en geles
preensamblados de 4-10% de poliacrilamida para realizar su electroforesis y se realizé
la transferencia a membrana de polivinilo utilizando un sistema semiseco. Las
membranas fueron incubadas con solucién de bloqueo [tris-buffer saline mas Tween 20
al 0.1% (TBST) al 5% de leche libre de grasa] durante 1 h, siguiendo con la incubacion
con el anticuerpo primario. El tiempo de incubacién para el anticuerpo anti GAPDH fue
de 15 min a temperatura ambiente, para anti catalasa y anti SOD2 fue de 30 min a
temperatura ambiente, mientras que para los anticuerpos anti mitofilina y anti complejo
V durante toda la noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas 3 veces con TBST por
5 minutos e incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con la
peroxidasa de rdbano durante 1 h a temperatura ambiente. Las membranas fueron
lavadas 3 veces con TBST por 5 minutos y reveladas con solucion de

quimioluminiscencia (Thermo Fisher Scientific). Las impresiones del inmunoblot se
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realizaron en una pelicula fotografica. La intensidad de las bandas fue cuantificada

digitalmente usando el programa Image J.

3.7 Determinacion de Proteina Carbonilada

100 pL de muestra fue transferida a un tubo. 400 pL de solucion de dinitrofenilhidrazina
(DNPH) fue afadida al tubo muestra. Los tubos correspondientes a cada muestra
fueron incubados en oscuridad por 1 h a temperatura ambiente. Los tubos se
mezclaron utilizando vortex cada 15 min del tiempo de incubacion. Se adicioné 500 pL
de éacido tricloroacético (TCA) al 20% a cada tubo y se mezcld con vortex. Los tubos
fueron incubados 5 min en hielo. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min a
4°C. El sobrenadante se descartd y el precipitado fue resuspendido en 500 uL de TCA
al 10% e incubados en hielo por 5 min. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10
min a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado resuspendido manualmente
en 500 pL de una mezcla (1:1) de etanol/acetato de etilo, se mezcld profundamente con
vortex y fueron centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min a 4°C. El lavado con
etanol/acetato de etilo se repitié otras. La pastilla de proteina fue resuspendida en 500
ML de hidroclorato de guanidina y mezclada con vortex. Los tubos se centrifugaron a
10,000 rpm por 10 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante. La proteina total fue
determinada por método de Bradford. Se tomaron 5 pg por muestra y se adicion6 buffer
de fosfatos hasta alcanzar un volumen de 8 pL. Las muestras fueron depositadas
directamente por goteo en una membrana de vinilo. La membrana con las muestras se
dej6é secar a temperatura ambiente. La membrana se incub6 con solucion de bloqueo
(TBST al 5% de leche libre de grasa) durante 1 h, siguiendo con la incubacién con el
anticuerpo primario anti DNP durante toda la noche a 4°C. La membrana fue lavada 3
veces con TBST por 5 minutos e incubada con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con la peroxidasa de rabano durante 1 h a temperatura
ambiente. La membrana fue lavada 3 veces con TBST por 5 minutos y revelada con
solucion de quimioluminiscencia. Las impresiones del dot blot se realizaron en una
pelicula fotogréfica. La intensidad de los puntos fue cuantificada digitalmente usando el

programa Image J.
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3.8 Analisis Resultados.

Los datos son expresados como promedio * error estandar de la muestra (EEM). El
analisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el analisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey. El valor de significancia estadistica es
del 5%.
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4. Resultados

4.1 Tasa de Supervivencia

Antes de la eutanasia, tres ratones del grupo DOX y tres ratones del grupo DOX + Epi
murieron a causa del tratamiento, teniendo la misma tasa de supervivencia (70%).
Ningun raton muri6 antes de la recoleccion de 6rganos en los grupos Ctrl y Epi (tasa de

supervivencia del 100%).

4.2 Aspecto y comportamiento de los ratones

No se observaron cambios en el comportamiento y aspecto en los grupos Ctrl y Epi.
Durante el tratamiento, los ratones del grupo DOX y del grupo DOX + Epi mostraron
una aparente debilidad, micciones frecuentes, episodios de diarrea y pérdida de pelaje

en la zona de inyeccion.

Los grupos Ctrl y Epi no presentaron diferencias significativas respecto al peso
promedio corporal y peso promedio del corazén. En relacién al grupo Ctrl y grupo Epi,
los ratones del grupo DOX y DOX + Epi mostraron una disminucion significativa en el
peso corporal (P < 0.05). Al comparar el peso promedio del corazén, los grupos DOX y
DOX + Epi mostraron una disminucion significativa en relacién al grupo Epi, pero no se
observd diferencia significativa contra el grupo Ctrl. El radio peso del corazén/peso
corporal entre los grupos no mostré diferencia significativa. El porcentaje de ganancia
corporal también mostré una disminucion significativa en los grupos DOX y DOX + Epi
respecto a los grupos Ctrl y Epi (P < 0.0001).
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Ctrl (n=9)  33.33 +0.79 0.2088 + 0.0246 0.6302 + 0.0706

Epi (n=8) 35.67 + 0.94 0.2399 + 0.0192 0.6695 + 0.0518

DOX (n=7) 2857 +1.12*tt  0.1631 +0.0116¢ 0.5764 + 0.0468

DOX + Epi  25.67 £0.96**tt  0.1543 + 0.0113% 0.5996 + 0.0335
(n=7)

Tabla 1. Los datos son expresados como valor promedio por grupo + EEM; *P < 0.05 versus Ctrl; **P <
0.0001 versus Ctrl; TP < 0.05 versus Epi; 11P < 0.0001 versus Epi
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Figura 6. *P < 0.001 versus Ctrl; **P < 0.0001 versus Ctrl; 1P < 0.0001 versus Epi
Peso corporal correspondiente a cada dia del tratamiento. Los valores son expresados como el
valor promedio por grupo + EEM
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Figura 7. **P < 0.0001 versus Ctrl; 11P < 0.0001 versus Epi
Porcentaje de ganancia de peso corporal durante el tratamiento. Los datos se

expresan como el valor promedio por grupo + EEM

4.3 Expresion de GAPDH en Miocardio

La proteina gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) participa en el
metabolismo de carbohidratos catalizando la conversion del glicergaldehido 3-fosfato
en D-glicerato 1,3-bisfosfato, durante la glucdlisis, y fue utilizada como proteina control
en los ensayos de Western Blot. El nivel de expresion de la proteina GAPDH del grupo
DOX + Epi mostré una reduccién significativa respecto al grupo Ctrl (P < 0.05). No se
observé una diferencia significativa en los valores de expresion de la proteina GAPDH
entre el resto de los grupos.

1+0 0.939 +0.101 0.894 + 0.036 0.744 + 0.038*

Tabla 2. *P < 0.05 respecto a Ctrl. Los valores son expresados como el valor arbitrario promedio del
grupo + EEM.
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Expresion de GAPDH
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Figura 8. *P < 0.05 respecto a Ctrl. Las barras representan el valor arbitrario promedio de GAPDH por
grupo y el respectivo EEM.

4.4 Moduladores de la Defensa Antioxidante en Miocardio: SOD2 y Catalasa

La SOD2 y la catalasa (CAT) son enzimas que forman parte del sistema de defensa
antioxidante y se utilizaron para evaluar la respuesta de este sistema a los tratamientos
en muestras de miocardio. Los valores no normalizados con GAPDH (valores
arbitrarios) de la expresion de SOD2 y CAT no mostraron una diferencia significativa

entre los diferentes grupos.
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Expresion de SOD2 Expresion de Catalasa

2 1.5- i 2 ) ’

© T 1.04 T

2 5

z 1.0+ Z

S S 054

< 0.5 g

0.0 t T 0.0 T
o 00+ & <>O+ &
X X
SF N
Q Q
Grupo Grupo

Figura 9. A) Las barras representan el promedio de los valores arbitrarios de SOD2 por grupo con los
respectivos EEM. B) Las barras representan el promedio de los valores arbitrarios de CAT por grupo con
los respectivos EEM. NDS: no existe diferencia significativa entre los grupos.

SOD2 1+0 1.346 £ 0.203 1.447 £ 0.165 1.029 £ 0.095

CAT 1+0 0.947 +0.135 0.909 +0.132 0.999 +0.135

Tabla 3. Los valores son expresados como el valor arbitrario promedio del grupo + EEM.

52



Los valores normalizados con GAPDH de la expresion de la proteina SOD2 mostraron
un incremento significativo en el grupo DOX respecto al grupo Ctrl. El resto de los
grupos no mostraron diferencias significativas. Los valores normalizados con GAPDH

de la expresion de CAT no mostraron una diferencia significativa entre los grupos.
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Figura 10. *P < 0.05 respecto a Ctrl. A) Las barras representan el promedio de los valores normalizados
de SOD2 por grupo con los respectivos EEM. B) Las barras representan el promedio de los valores
normalizados de CAT por grupo con los respectivos EEM. NDS: no existe diferencia significativa entre los
grupos.

SOD2 1+0 1.434+£0.141 1.687 £0.195* 1.446 +£0.113

Catalasa 1+0 1.109 +0.271 0.987 +0.140 1.279 £ 0.137

Tabla 4. *P < 0.05 respecto al grupo Ctrl. Los valores son expresados como el valor normalizado
promedio del grupo = EEM.
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4.5 Proteinas Mitocondriales en Miocardio: Mitofilinay Complejo V

La expresion de mitofilina fue utilizada como un marcador del efecto del tratamiento
sobre las mitocondrias, ya que se trata de una proteina abundante en este organelo,
involucrada con la formacion de las crestas mitocondriales y por lo tanto, se encuentra
en grandes cantidades en el tejido cardiaco. La medicion de la expresion de mitofilina
en muestras de miocradio no mostro diferencias significativas en los valores no

normalizados y normalizados con GAPDH entre los grupos.

Por otra parte el complejo V se utiliz6 como marcador de la funcion mitocondrial, debido
a que forma parte de la cadena respiratoria en la mitocondria, teniendo como funcion la
sintesis de ATP. La medicién de la expresién del complejo V en muestras de tejido
cardiaco no mostrdé diferencias significativas en los valores no normalizados vy

normalizados con GAPDH entre los grupos.
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Figura 11. A) Las barras representan el promedio de los valores arbitrarios de Mitofilina por
grupo con los respectivos EEM. B) Las barras representan el promedio de los valores arbitrarios
de Complejo V por grupo con los respectivos EEM. NDS: no existe diferencia significativa entre
los grupos.
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Mitofilina 1+0 0.949 £ 0.279 0.850 + 0.158 0.864 +0.243
Complejo V 1+0 1.112 +0.184 1.204 +0.210 0.810 £ 0.125

Tabla 5. Los valores son expresados como el valor arbitrario promedio del grupo + EEM.
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Figura 12. A) Las barras representan el promedio de los valores normalizados de Mitofilina por grupo con
los respectivos EEM. B) Las barras representan el promedio de los valores normalizados de Complejo V
por grupo con los respectivos EEM. NDS: no existe diferencia significativa entre los grupos.

Mitofilina 1+0 0.957 £ 0.243 0.933+£0.123 1.137 +0.274

Complejo V 1+0 1.130 £ 0.092 1.234 + 0.158 1.049 + 0.147

Tabla 6. Los valores son expresados como el valor normalizado promedio del grupo + EEM.
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4.6 Proteinas carboniladas en plasma
La determinacion de proteinas carboniladas es empleada como un indicador general de
estrés oxidativo. Los resultados de este estudio muestran que no existe una diferencia

significativa entre los grupos respecto al nivel de proteina carbonilada en plasma.
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Figura 13. Las barras representan el promedio de las densidades épticas correspondiente a la proteina
carbonilada por grupo con los respectivos EEM. NSD: no existe diferencia significativa entre los grupos.

21.83+4.725 30.77 +1.828 28.67 + 2.833 26.23 +2.822

Tabla 7. Los valores son expresados como el valor de la densidad 6ptica promedio del grupo + EEM
correspondiente a la proteina carbonilada.
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5. Discusion de Resultados

5.1 Supervivencia, comportamiento, peso corporal y peso del corazén de los
ratones

Al término del tratamiento pudimos observar una disminucion en la supervivencia de los
grupos que recibieron DOX (del 70% en grupos DOX y DOX + Epi) respecto a los
grupos control (tasa de supervivencia del 100% en grupos Ctrl y Epi). Ademas se
observaron cambios en el comportamiento de los ratones y una pérdida de peso

corporal significativo en los grupos DOX y DOX + Epi respecto a los grupos control (Ctr

y Epi).

La eleccion de la dosificacion de DOX en los ratones se realiz6 en base a otros
estudios que muestran que al dividir la dosis total de DOX en varias administraciones
especiadas se alcanza una mayor tasa de supervivencia en los animales, logrando
desarrollar cardiotoxicidad. Un estudio realizado por Milano, et al en ratones en el afio
2014 mostrd que con una administracion de 4 mg/kg por dia de DOX durante 6 dias en
un periodo de dos semanas (dosis acumulada de 24 mg/kg), se obtenia una mayor tasa
de supervivencia a partir del dia 21 de haber iniciado el tratamiento al mismo tiempo
gue se desarrollaba una severa cardiotoxicidad, la cual fue determinado con niveles
plasmaticos de troponina ¢ y parametros hemodinamicos del ventriculo izquierdo.
(Giuseppina Milano, 2014). En otro estudio realizado en ratones se observo que la DOX
administrada en 4 mg/kg una vez por semana durante 7 semanas, alcanzando la dosis
acumulada de 28 mg/kg, fue demasiado toxica para los animales. Debido a esto la
dosis fue ajustada a 4 mg/kg una vez por semana durante 6 semanas, teniendo una
dosis acumulada de 24 mg/kg, lo cual increment6 la tasa de supervivencia de los
ratones después de dos semanas del tratamiento, dando seguimiento a la
cardiotoxicidad en los animales a través de técnicas de ecocardiografia (van Acker,
1996).

La pérdida de peso corporal y del corazén es utilizado como una medida de
seguimiento de animales tratados con DOX. Por ejemplo, en el estudio de Milano, et al
los resultados arrojan una disminucion en el peso corporal y del corazon a partir del dia

21 de tratamiento, después de haber recibido una dosis acumulada de 24 mg/kg de
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DOX (Giuseppina Milano, 2014). Sin embargo el estudio de van Acker, et al, sélo se
observaron cambios significativos de pérdida de peso corporal en el grupo de ratones
al que se le administro la dosis acumulada de 28 mg/kg de DOX, no asi para el grupo
que recibié 24 mg/kg acumulados de DOX (van Acker, 1996).

Cabe mencionar que el tiempo de administraciéon de DOX juega un papel importante
en la evolucion de los ratones, y en el primer estudio fue administrada en un periodo de
dos semanas, lo cual resulta mas agresivo si se compara con el segundo estudio
donde DOX se administra en un periodo de 6 semanas. En nuestro tratamiento, DOX
se administré en un lapso de 13 dias, lo que se acerca mas al tratamiento de Milano, et
al. Pero a diferencia de este estudio nosotros no observamos un cambio significativo en
el peso del corazéon de los grupos DOX y DOX + Epi respecto al grupo Ctrl, solo
tuvieron diferencia significativa respecto al grupo Epi. Finalmente, al obtener la relacion
peso corazdn/peso corporal no observamos una diferencia significativa entre los
grupos, lo cual indica que cualquier pérdida de peso del corazdn fue proporcional a la
pérdida de peso corporal en los ratones tratados con DOX, lo que nos hace pensar que

el corazdn no resulto particularmente afectado en su masa.

5.2 Moduladores del Sistema Antioxidante en Miocardio: SOD2 y Catalasa

Los datos obtenidos en este estudio muestran un aumento en los niveles normalizados
de la expresion de SOD2 en miocardio del grupo DOX respecto al grupo Ctrl. Por su
parte, el grupo DOX + Epi no mostré una diferencia significativo respecto al grupo Ctrl y
al grupo DOX. Como se menciond, SOD2 es una enzima mitocondrial que se encarga
de catalizar la conversién del anion superoxido en peroxido de hidrogeno. El miocardio
contiene altos niveles de mitocondrias por lo que la enzima SOD2 es clave en el

sistema de defensa antioxidante en este tejido.

Durante estados de EO celular se ha observado un incremento importante (hasta del
doble) de la enzima SOD2. Este es el caso del estudio de Hussain, el al, donde se
muestra un incremento en la actividad y expresion de estas proteinas en células de
linfoblastos TK6 a las que se les administr6 DOX en una dosis de 0.5 pg/mL. Esta
observacion fue relacionada con la activacion de la via de apoptosis de p53, ya que se

han identificado secuencias reconocidas por la proteina p53 en la region promotora de

58



los genes que codifican para SOD2 y glutation peroxidasa. Se piensa que un
desequilibrio en la expresion de las proteinas antioxidantes también pueden llevar a un

estado de estrés oxidativo (Hussain, 2014).

Diferentes estudios han medido la actividad enzimética de la SOD2 como marcador de
estrés oxidativo inducido por DOX. Childs, et al, realizaron un estudio en el afio 2002
en el que ratas tratadas con 20 mg/kg de DOX en una dosis Unica, mostraron un
incremento en la actividad de SOD2 en miocardio ( 5.9 £+ 2.4 U/mg de proteina)
respecto al grupo control (0.43+ 0.2 U/mg de proteina) (Childs, 2002); por otra parte,
Naidu et al, administraron una dosis de 4mg/kg de DOX por semana durante cuatro
semanas (dosis acumulada de 16 mg/kg) en ratones y observaron una disminucion en
la actividad de la SOD2 en miocardio (24 = 3.6 U/mg de proteina) tres semanas
después de concluir el tratamiento en comparacion con el grupo control (37 = 7.5 U/mg
de proteina) (Naidu, 2002).

Nosotros consideramos que el incremento en la expresion de SOD2 en el miocardio de
los ratones del grupo DOX podria representar un mecanismo de defensa celular ante el

EO generado por este agente en el corazén.

Por otra parte, CAT se empleé como otro marcador del sistema antioxidante. CAT es
una enzima citoplasméatica que se encarga de convertir el peroxido de hidrégeno en
agua y oxigeno. Como se habia mencionado, el cardiomiocito no contiene grandes
cantidades de enzimas antioxidantes, especialmente de CAT, en relaciébn con otros

tejidos.

Nuestros resultados muestran que no hay una diferencia significativa en los niveles
normalizados de expresion de CAT entre los grupos. En el estudio de Hussain et al, no
se observé un incremento en la expresion de CAT inducido por DOX en las células TK6
tratadas con este agente de quimioterapia y sugieren que juega una contraparte en la
apoptosis inducida por p53 (Hussain, 2014).

La determinacion de la actividad enzimatica de CAT también es utilizada como
marcador de estrés oxidativo inducido por DOX. En los estudios mencionados

anteriormente para la SOD2, la actividad enzimatica de CAT en miocardio permanece
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sin cambios después del tratamiento con DOX. Naidu et al, no observaron una
diferencia significativa en la actividad enzimatica de CAT en miocardio en el grupo de
ratones tratado con DOX (5.80 + 1.4 U/mg de proteina) respecto al grupo control (6.20
+ 1.0 U/mg de proteina) (Naidu, 2002), lo cual coincide con los resultados de Childs et
al, donde el grupo DOX no muestra cambios en su actividad enzimatica de CAT en
miocardio (0.37 £ 0.14 U/mg de proteina) respecto al grupo control (0.19 + 0.03 U/mg
de proteina) (Childs, 2002).

5.3 Proteinas Mitocondriales en Miocardio: Mitofilinay Complejo V

La mitofilina es una de las proteinas mas abundantes en la mitocondria, que forma
parte de las crestas mitocondriales y en un principio fue descrita como una proteina del
musculo cardiaco debido a su abundancia en este tejido. Se piensa que una de las
funciones de la mitofilina es la morfogenética intramitocondrial, al relacionarse con la
formacion tubular normal de las crestas mitocondriales y de las uniones crestales
(John, 2005).

Como se menciond anteriormente, DOX induce dafio a nivel mitocondrial el cual se
relaciona con el desarrollo de cardiotoxicidad. Un estudio realizado en miocitos tratados
con DOX muestra cambios en el funcionamiento mitocondrial (como la disminucion del
potencial de membrana) los cuales preceden a la apoptosis celular. En este mismo
estudio mitocondrias aisladas de tejido de rata y tratadas con DOX, fueron analizadas y
se logré observar un incremento en la produccién de superéxido, seguido de la
liberacién de citocromo c, lo que permitid relacionar el estrés oxidativo, la disfuncién

mitocondrial y la apoptosis en funcién del tiempo (Green, 2002).

Debido a la importancia de la mitocondria en el desarrollo de la cardiotoxicidad inducida
por DOX y, debido a que la mitofilina es un componente mitocondrial importante,
decidimos utilizar la expresion de mitofilina como marcador de la estructura
mitocondrial después del tratamiento. La expresion de mitofilina ha sido relacionada
con la biogénesis mitocondrial, la cual juega un papel importante en tejidos como el
musculo y corazén que contienen grandes cantidades de mitocondrias (Valero, 2014);

sin embargo, un exceso en la expresion de mitofilina también ha sido relacionada con
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falla cardiaca, considerandose parte del desarrollo de la hipertrofia de este 6rgano
(Yuan, 2014).

En este estudio esperabamos observar un cambio en la expresion de mitofilina que nos
permitiera medir el impacto a nivel mitocondrial de DOX, sin embargo no se encontrd

diferencia significativa entre los grupos.

Por otra parte, durante el tratamiento con DOX se ha observado que los complejos
mitocondriales representan un blanco importante para este agente de quimioterapia, y
diferentes estudios muestran cambios en la actividad enzimatica de estos complejos
inducidos por DOX, siendo la citocromo c oxidasa el complejo mas estudiado (complejo
IV) (Tokarska-Schlattner, 2006) (Papadopoulou, 1999).

Dentro de estos complejos mitocondriales, el complejo V o ATP sintasa se encarga de
la sintesis de ATP a partir de ADP y de fosfato inorganico en la ultima parte de la
cadena respiratoria, utilizando la energia derivada del movimiento de protones a través

de una membrana y estd compuesta de dos subunidades (F; y Fo) (Stock, 1999).

Durante periodos de anoxia o durante el desacoplamiento mitocondrial, se ha
observado una disminucion de la expresion de la ATP sintasa, mientras que una
sobreexpresion de esta proteina se ha detectado durante la contraccion en

cardiomiocitos (Das, 2003).

Con este estudio esperdbamos observar un cambio en la expresion del complejo V que
nos indicara el funcionamiento mitocondrial durante el tratamiento con DOX, sin

embargo no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

5.4 Carbonilacién de Proteinas en plasma

La determinacion de la carbonilacion de proteinas es utilizada como un marcador de
EO de caracter amplio y severo, que incluye moléculas formadas por la reaccion de las
proteinas con las ERO directamente, o indirectamente con compuestos carbonilicos
derivados de estas ERO. Este marcador tiene la ventaja de ser estable por lo que su

cuantificacion resulta un valor muy confiable (Dalle-Donne, 2003).
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En estudios realizados con pacientes como con modelos animales, incluyendo el ratén,
se ha observado un aumento en la cantidad de proteina carbonilada en plasma
después de la administraciéon de DOX. Por ejemplo, la administracion de DOX en una
dosis de 20 mg/kg a un grupo de ratones incrementd en mas del doble la cantidad de
proteina carbonilada en plasma 72 horas después de la administracion en relacion al

grupo control (Aluise, 2009).

En este estudio decidimos evaluar el nivel de proteinas carboniladas en plasma como
un indicador de estrés oxidativo a nivel sistémico. Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas entre los grupos tratados.

5.5 Evaluacion del modelo de cardiotoxicidad inducida por DOX

Puesto que la dosificacion de DOX fue seleccionada en base a estudios que muestran
signos de cardiotoxicidad en ratones con una dosificacion similar, consideramos que el
tiempo de evolucion de los animales después de la administracién de DOX debi6 de ser
mayor para poder observar cambios significativos en los marcadores de dafio
seleccionados para este estudio como parte de la evaluacion de la cardiotoxicidad. Sin
embargo, esto representaba un riesgo para la supervivencia de los ratones que
mostraban problemas de salud después de haber sido tratados con DOX, lo que no nos

permitié prolongar el tiempo de seguimiento.

5.6 Cardioproteccién de (-)-Epicatequina en la cardiotoxicidad inducida por DOX

La medicion de la expresion de CAT, mitofilina y complejo V en miocardio y de
proteinas carboniladas en plasma no mostraron diferencias significativas entre los
grupos, lo que no nos permitié utilizar estos marcadores en la evaluacién del efecto
cardioprotector de EPI. Sin embargo, en las determinaciones de peso corporal y tasa
de supervivencia, en las que si hubo diferencia significativa respecto a los grupos

control, el grupo DOX + Epi no mostré diferencia significativa respecto al grupo DOX.

Existen diferentes estudios donde se ha probado la accion cardioprotectora de
flavonoides durante el tratamiento con DOX. Por ejemplo, un estudio realizado por
Mantawy et al, analiz6 ratas tratadas con crisina en una dosis de 50 mg/kg por dia

durante 12 dias consecutivos seguido de una dosis unica de DOX de 15 mg/kg las
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cuales mostraron una recuperacion de en las actividades enzimaticas de CAT (7.58 +
1.65 U/mg de proteina) y SOD (27.22 = 5.78 U/mg de proteina) en miocardio al
compararlo con un grupo de ratas que solo recibi6 DOX (CAT 5.17 + 1.01 U/mg de
proteina y SOD 19.77+ 4.12 U/mg de proteina), ademés de mostrar una recuperacion
en la relacién peso corazén/peso corporal (grupo DOX + crisina = 0.37 + 0.055 y grupo
DOX =0.32 £ 0.035) (Mantawya, 2014).

El ajo se caracteriza por su alto contenido de flavonoides como la quercetina (Bozin,
2008). En un estudio realizado en ratones se observo que el extracto de ajo inyectado
intraperitonealmente seis veces a la semana, reduce los niveles de peroxidacion de
lipidos (que es un marcador de estrés oxidativo) en homogenados de corazon (221.3 £
31.6), esto después de ser tratados con DOX 1.5 mg/kg por dia tres veces a la semana
durante 40 dias, en comparacion con ratones que Unicamente fueron tratados con la
misma dosis de DOX (186.6 + 42.2) (Kojima R, 1994).

Ademas, no observamos cambios en el grupo Epi respecto al grupo Ctrl. Existen
estudios donde se ha probado EPI en ratones, la cual incrementa los niveles de los
marcadores utilizados por nosotros respecto a un grupo control. Por ejemplo, Nogueira
et al, observaron que ratones tratados con EPI en una dosis de 1 mg/kg dos veces al
dia durante 15 dias mostraban un incremento en la expresion de mitofilina en miocardio
comparado con el grupo control, lo cual se volvié a observar en un estudio realizado en
ratones seniles (los cuales expresan una menor cantidad de complejo V y mitofilina en
tejido cardiaco) a los que se les administra EPI dosificada de la misma forma que en el
estudio anterior, y se observé una recuperacion parcial de la expresion de mitofilina y
complejo V respecto a un grupo de ratones jovenes. En este mismo estudio, la
expresion de SOD 2 y CAT también se recuperd parcialmente en ratones seniles
tratados con EPI respecto al grupo de ratones jovenes (Aldo Moreno-Ulloa, 2013)

(Leonardo Nogueira, 2011).

Otro estudio en el que también utilizaron EPI fue realizado por Mohamed et al, se
trataron ratas con este flavonoide en una dosis de 10 mg/kg/dia durante dos semanas
y en las siguientes dos semanas se trataron con seis inyecciones de DOX para

alcanzar una dosis acumulada de 13 mg/kg, observandose una disminucion en la
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expresion del Factor de Necrosis Tumoral a, Oxido Nitrico Sintasa inducible y factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas en
cerebro, utilizados como marcadores de toxicidad cerebral, en comparacion con el

grupo que soélo recibié DOX (Mohamed, 2011).

Estas comparaciones nos hacen pensar que posiblemente Epi no se administro en una
dosis suficiente para permitirnos observar cambios en los marcadores utilizados

durante el periodo de tratamiento seleccionado para este estudio.
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6. Conclusiones

Con la realizacion de este estudio no logramos observar un efecto cardioprotector de
(-)-Epicatequina a una dosis de 1 mg/kg por dia en ratones CD1 tratados con 25 mg/kg

de Doxorrubicina durante un periodo de 21 dias.

El modelo de cardiotoxicidad empleado no permiti6 observar un cambio significativo
entre los grupos control y los grupos que recibieron tratamiento con Doxorrubicina en la

mayoria de los marcadores de cardiotoxicidad seleccionados.

Se determind el peso corporal y del corazén de los ratones para evaluar la evolucion de
los animales y el impacto del tratamiento en el corazén. También se logré determinar la
expresion proteica de las enzimas catalasa y superdxido dismutasa 2 en muestras de
miocardio, asi como los niveles de proteina carbonilada en suero, siendo los
marcadores para la evaluacion del sistema antioxidante celular en este tejido. Ademas
se determinaron los niveles proteicos de mitofilina y complejo V en muestras de

miocardio para su evaluacion mitocondrial.

Sin embrago los resultados no mostraron diferencias significativas entre los grupos que

nos permitiera evaluar un efecto cardioprotector por parte de (-)-Epicatequina.

Consideramos que el periodo de evolucion de los ratones a partir de la ultima
administracion de Doxorrubicina no fue suficiente para observar cambios significativos
entre los grupos, siendo muy probablemente un factor limitante en el desarrollo de la
cardiotoxicidad de nuestro modelo experimental, por lo que sugerimos que esta

informacion sea considerada para futuros estudios.
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