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1. RESUMEN 

 INTRODUCCIÓN: El sulforafano (SFN) es un isotiocianato que se produce como 
resultado de la hidrólisis del glucosinolato glucorafanina que está presente en los 
vegetales de la familia Cruciferae, particularmente en los pertenecientes al género 
Brassica como el brócoli. En modelos in vivo e in vitro se ha demostrado que el SFN es 
un antioxidante indirecto puesto que activa la transcripción de genes de respuesta al 
estrés oxidante como los de las enzimas antioxidantes hemo oxigenasa-1 (HO-1), 
catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD), NAD(P)H quinona óxido-reductasa-1 
(NQO1), glutatión reductasa (GR), glutatión-S-transferasa (GST) y glutamato-cisteína 
ligasa (GCL), entre otras, lo cual forma parte de una respuesta celular o 
citoprotectora. El cisplatino (CIS) es un fármaco que se usa en los tratamientos de 
cáncer, sin embargo induce nefrotoxicidad como principal efecto secundario, la cual 
está asociada a la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) y a la 
disminución del contenido de glutatión reducido (GSH). Estas condiciones favorecen 
el establecimiento del estrés oxidante.  
 ANTECEDENTES: En nuestro laboratorio hemos encontrado, mediante la 

evaluación de la viabilidad celular, que el SFN es capaz de disminuir de manera 
dependiente de la concentración el daño causado por el CIS en un cultivo de células 
renales LLCPK1. Una concentración de SFN 5 µM en presencia de CIS (40 µM por 24 
h) mantiene en un 81.13% la viabilidad celular en comparación con el 50% 
observada por CIS; p<0.001) y que el SFN induce la traslación del factor 
transcripcional Nrf2 del citoplasma al núcleo. 
 HIPÓTESIS: La protección del SFN contra el daño del CIS en las células LLCPK1, se 

debe a la disminución del estrés oxidante causado por la inducción de enzimas 
antioxidantes, disminución en el daño mitocondrial y por la restauración de los 
niveles de GSH. 
 OBJETIVO: Determinar el mecanismo por el cual el SFN es capaz de prevenir la 

muerte celular en las células expuestas a CIS analizando si en este proceso están 
involucrados la disminución de la producción de ERO, el daño mitocondrial, el 
aumento de la actividad de enzimas antioxidantes como NQO1 y GCL, así como 
cambios en la concentración de GSH. 
 METODOLOGÍA: Los estudios se realizaron en células LLCPK1 en cultivo que se 

preincubaron con SFN (0-5 µM) por 24 h, se lavaron y se incubaron con CIS 40 µM 
por 24 h más. Se determinaron los niveles de GSH mediante fluorescencia debido a la 
formación de aductos con el monoclorobimano, las actividades de las enzimas 
antioxidantes GCL y NQO1 mediante ensayos espectrofotómetricos, la producción de 
ERO y de anión superóxido (O2 ) mediante las sondas fluorescentes diacetato de 5-
(y 6-)carboxi-2’-7’-diclorodihidrofluoresceína y dihidroetidio, respectivamente. Se 
evaluaron el potencial de membrana mitocondrial (MMP) usando la sonda 
fluorescente JC-1 y el papel que sobre la viabilidad celular, la producción de ERO y el 
MMP tienen las enzimas antioxidantes GCL y NQO1 mediante el empleo de los 
inhibidores butionina sulfoximina y dicumarol, respectivamente. Además se 
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determinó in vitro la capacidad atrapadora del SFN sobre algunas ERO por métodos 
espectrofotométricos, fluorescentes y luminiscentes.  
 RESULTADOS: En las células LLCPK1 la incubación con SFN (1-5 µM) causó un 

aumento en el contenido de GSH y en la actividad de las enzimas NQO1 y GCL, 
previno la producción de ERO y de O2 , la disipación del MMP y la disminución de las 
actividades de las enzimas NQO1 y GCL causadas por el CIS. Sin embargo, la 
disminución en la concentración de GSH debida al CIS sólo se previno con la 
concentración 5 µM de SFN. El efecto protector del SFN en la viabilidad celular, el 
contenido de GSH, la producción de ERO y el MMP se previno al inhibir a las enzimas 
NQO1 y GCL. Se observó que cuando las células en presencia de CIS fueron incubadas 
antes o al mismo tiempo con SFN (a partir de la concentración 3 µM) la muerte 
celular se previno, efecto que no se presentó con el postratamiento con SFN. La 
capacidad antioxidante del SFN fue casi nula a concentraciones menores de 10 µM y 
se observó que a la concentración de 100 µM sólo atrapó 24% de peroxinitrito 
(ONOO ), 33.7% de O2•-, 13.7% de oxígeno singulete (1O2), 10.7% de ácido 
hipocloroso (HOCl) y 22.9% de radical hidroxilo (OH ), pero no atrapó radical 
peroxilo (ROO ) ni peróxido de hidrógeno (H2O2). 
 DISCUSIÓN: El SFN previno la producción de ERO, la disminución en el contenido 

de GSH y en las actividades enzimáticas de GCL y NQO1 y la muerte celular inducidas 
por CIS. La protección observada del SFN fue debida a su función de antioxidante 
indirecto puesto que induce la transcripción de enzimas antioxidantes como NQO1 y 
GCL por la vía Keap1/Nrf2/ARE, resultados que concuerdan con otros modelos 
experimentales anteriormente reportados, en donde el SFN protegió del estrés 
oxidante por la activación de esta vía y por un aumento en la cantidad y actividad de 
enzimas citoprotectoras.  
El pre y co-tratamiento con SFN previnieron la muerte celular inducida por CIS 
probablemente por la inducción de enzimas citoprotectoras, sin embargo en el 
postratamiento con SFN, no se evidenció protección y esto podría explicarse porque  
el SFN presentó baja o nula capacidad atrapadora de ERO y por lo tanto no fue capaz 
de prevenir el daño o el estrés que se indujo por el CIS en la células. Lo que indica 
que el SFN al activar enzimas antioxidantes y disminuir el estrés oxidante es un buen 
candidato para el tratamiento de la nefrotoxicidad inducida por CIS. 
 CONCLUSIÓN: En las células LLCPK1 el SFN disminuyó el estrés oxidante 

generado por la exposición a CIS a través de mecanismos mediados en parte por la 
actividad de las enzimas citoprotectoras NQO1 y GCL lo que se tradujo en una 
disminución del efecto citotóxico de este agente antitumoral.  
 PERSPECTIVAS: Determinar el papel de otras enzimas antioxidantes en la 

protección del SFN contra el daño inducido por CIS. Evaluar la posible participación de 
otras vías de señalización involucradas en la protección por SFN. Analizar si el papel 
protector del SFN no interfiere con la función antioneoplásica del CIS. 
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2. ABREVIATURAS 
 

1O2 Oxígeno singulete 
AAPH Dihidrocloruro de 2,2′-azobis(2-metilpropionamidina) 
ARE   Siglas en inglés de los elementos de respuesta antioxidante 
ASB Albúmina sérica bovina 
ATP Trifosfato de adenosina 
BSO Butionina sulfoximina 
Carboxi-DCF 5-(y 6-) carboxi-2’,7’-diclorofluoresceína 
Carboxi-H2DCF 5-(y 6-) carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 
Carboxi-H2DCFDA Diacetato de 5-(y 6-) carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 
CAT Catalasa 
CIS Cisplatino 
CT Control 
DCDHFDA Diacetato de 2’7’-diclorodihidrofluoresceína  
DCDHF 2’7’-diclorodihidrofluoresceína 
DCF 2’,7’-diclorofluoresceína 
DHEt Dihidroetidio 
DIC Dicumarol 
DFBF Difenilisobenzofurano 
DMEM Medio de cultivo Eagle de Dulbecco modificado  
DMSO Dimetil sulfóxido 
DMTU Dimetiltiourea 
DTPA Ácido dietilentriaminopentaacético  
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EEM Error estándar de la media 
ERK Siglas en inglés de las cinasas reguladas por señales 

extracelulares 
ERN Especies reactivas de nitrógeno 
ERO Especies reactivas de oxígeno 
FAD Flavina adenina dinucleótido 
GCL Glutamato-cisteína ligasa 
GPx Glutatión peroxidasa 
GR Glutatión reductasa 
GSH Glutatión reducido 
GST Glutatión S-transferasa 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
HO-1 Hemo oxigenasa-1 
HOCl Ácido hipocloroso 
JC-1 Yoduro de 5,5´,6,6´-tetracloro-1,1´,3,3´-tetraetil-benzimidazol-

carbocianina 
JNK Siglas en inglés de la cinasa del amino terminal de c-Jun 
Keap1 Siglas en inglés del sensor químico “Kelch-like ECH- 
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associated protein 1” 
LLCPK1 Células epiteliales de túbulo proximal renal de cerdo 
MAPK Siglas en inglés de las cinasas activadas por mitógenos 
MMP Potencial de membrana mitochondrial 
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NDA 2,3-naftalendicarboxialdehído 
NDGA Ácido nordihidroguayarético 
NBT Azul de nitrotetrazolio 
NO• Óxido nítrico 
NQO1 NAD(P)H quinona óxido-reductasa-1 
Nrf2 Siglas en inglés del factor 2 relacionado con el factor nuclear 

eritroide-2 
O2  Radical anión superóxido 

OH  Radical hidroxilo 

ONOO  Anión peroxinitrito 
PBS Amortiguador salino de fosfatos 
PI3K Siglas en inglés de la cinasa de fosfatidil inositol 3 
RO  Radical alcoxilo 

RO2  Radical peroxilo 
SFB Suero fetal bovino 
SFN Sulforafano 
SOD Superóxido dismutasa 
SSA Ácido 5-sulfosalicílico 
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3. INTRODUCCIÓN 
3.1.  Sulforafano (SFN) 

 
El sulforafano (SFN) es un isotiocianato que se origina de la hidrólisis 
enzimática del glucosinolato glucorafanina que está presente en los 
vegetales de la familia Cruciferae o Brassicaceae, especialmente los 
pertenecientes al género Brassica como el brócoli, la col de Bruselas, el 
colinabo, la coliflor y la col. La glucorafanina constituye más del 80% de 
los glucosinolatos totales presentes en el brócoli (Van Eylen et al., 2009) 
los cuales se distribuyen en toda la planta (raíz, tallo, hojas y semillas), 
son compuestos no volátiles, hidrofílicos y carentes de fragancia (Lampe, 
2003; Campas-Baypoli et al., 2009).  
La reacción de hidrólisis de la glucorafanina es catalizada por la enzima 

mirosinasa, también llamada -D-tioglucosidasa (EC 3.2.3.1), la cual se activa por 
condiciones como la ruptura de la planta durante la postcosecha, daño por insectos, 
procesamiento y/o masticación, lo que ocasiona que se produzcan varios compuestos 
dependiendo del pH (Fig. 1) siendo el SFN el producto mayoritario formado a pH neutro 
(Fahey y Talalay, 1999; Shapiro et al., 2001). Es importante destacar que en roedores y 
humanos, en ausencia de mirosinasa, la glucorafanina se convierte a SFN por acción de la 
microbiota intestinal (Shapiro et al., 1998).  

El SFN se encuentra en el brócoli fresco en concentraciones de 11.2-43.1 mg por cada 100 g 
(Galgano et al., 2007; Matusheski y Jeffery, 2001; Howard et al., 1997) y la amplitud de este 
rango se debe a diversos factores como la variación en las condiciones ambientales y el 
lugar de cultivo, así como las condiciones de postcosecha (Botero-Omary et al., 2002) o al 
tiempo y método de cocción. De hecho un aumento en el tiempo de cocción, de 9-15 min, 
ocasiona la pérdida del 18-59% de glucosinolatos lo que causa que el contenido de SFN 
disminuya (McNaughton y Marks, 2003).  
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Figura 1. Formación de SFN mediante la reacción de hidrólisis de la glucorafanina. 

 
En humanos se ha observado que después de consumir 200 g de brócoli cocido, el SFN 
alcanza su máxima concentración en orina y en sangre a las 6 h, con un 3.4% de 
biodisponibilidad y un tiempo de excreción de 2.4 h; mientras que después del consumo de 
200 g de brócoli crudo, el SFN presenta una biodisponibilidad del 37% y una vida media de 
excreción de 2.6 h y alcanza su máxima concentración en sangre en 1.6 h (Vermeulen et al., 
2008). La principal vía de excreción del SFN en mamíferos es la urinaria e involucra su 
conjugación con GSH y la posterior formación de ácido mercaptúrico mediante la acción de 
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las enzimas -glutamiltranspeptidasa, cisteinilglicinasa y N-acetiltransferasa (Zhang y 
Callaway, 2002, Kassahun et al., 1997) (Fig. 2). 
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Figura 2. Vía de excreción del SFN. 

3.1.1. Función antioxidante del SFN 

El SFN es considerado como un antioxidante indirecto puesto que es un potente inductor 
de enzimas antioxidantes como glutatión–S-transferasa (GST), NAD(P)H óxido quinona 
reductasa (NQO1), hemo oxigenasa-1 (HO-1), superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), 
glutatión reductasa (GR), -glutamato cisteína ligasa (GCL) y glutatión peroxidasa (GPx) las 
cuales eliminan carcinógenos y electrófilos potenciales resultantes del metabolismo como 
las especies reactivas de oxígeno (ERO) (Yoon et al., 2008; Dinkova-Kostova y Talalay, 
2008) por lo tanto el SFN fortalece así el estado antioxidante celular favoreciendo 
condiciones de citoprotección (Zhang y Talalay, 1994; Angeloni et al., 2009).  

El mecanismo por el cual el SFN causa o desencadena un efecto citoprotector se relaciona 
con una vía de señalización celular en la que este compuesto participa permitiendo la 
disociación del complejo proteico Keap1-Nrf2 (siglas en inglés del sensor químico Kelch-
like ECH-associated protein 1 y NF-E2-related factor-2) presente en el citoplasma, lo que 
permite que el factor Nrf2 se traslade al núcleo celular (Zhang, 2006) y se una a los 
elementos de respuesta antioxidante (ARE) estimulando así la transcripción de genes 
citoprotectores (Fig. 3) (Motohashi y Yamamoto, 2004; Kobayashi y Yamamoto, 2006). Sin 
embargo, el mecanismo por el cual el SFN causa la disociación de este complejo no se ha 
descrito con detalle aunque se sabe que el SFN actúa directamente en las cisteínas de 
Keap1 formando aductos con algunos grupos tioles e induciendo cambios 
conformacionales que permiten la disociación de Nrf2 y de Keap1 (Hong et al., 2005). Por 
otra parte, se ha informado que el SFN es capaz de modular la actividad de algunas 
proteínas cinasas como las activadas por mitógenos (MAPK), las cinasas del amino terminal 
de c-Jun (JNK), las cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK 1/2), la fosfatidil 
inositol 3-cinasa (PI3K/Akt) (Jakubíková et al., 2005, Juge et al, 2007) que fosforilan a Nrf2 
y que le permite disociarse de Keap1 (Apopa et al., 2008).       
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Figura 3. Mecanismo de inducción de genes citoprotectores debido a un inductor como 

el SFN (Surh et al., 2008). 
 

En la Tabla 1 se presentan algunos estudios in vivo e in vitro en los que se ha analizado el 
mecanismo anteriormente descrito de inducción de genes citoprotectores por el SFN 
mediante la determinación de la traslación de Nrf2 al núcleo, la medición de la cantidad y la 
actividad de proteínas citoprotectoras, efectos que se asociaron con la disminución del 
estrés oxidante.  
 
 
 
Tabla 1. Evidencia de la actividad antioxidante del SFN. 

 Modelo experimental Referencia 

Inducción de enzimas 
antioxidantes (NQO1, 
GR, GPx, HO-1, GST) 

Daño por hipoxia-reoxigenación en 
células HK2 

Yoon et al., 2008 

Isquemia-reperfusión en riñón de 
ratas 

Yoon et al., 2008 

Acumulación de arsénico en 
hepatocitos primarios de ratón 

Shinkai et al., 2006 

Daño por estreptozotocina en 
células pancreáticas de rata 

Song et al., 2009 

Incubación con SFN a diferentes 
tiempos y concentraciones en 

cardiomiocitos de rata 
Angeloni et al., 2009 
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Incubación con SFN a diferentes 
concentraciones en diferentes 
líneas celulares humanas de 

próstata 

Brooks et al., 2001 

Consumo de brócoli en ratas. 
Inducción de enzimas en diversos 
tejidos como estómago, intestino 

delgado, duodeno, vejiga, páncreas 
e hígado. 

McWalter et al., 2004 
Munday y Munday, 2004 

Hu et al., 2004 
Hu et al., 2006 

Matusheski y Jeffery, 2001 

Incubación con SFN a diferentes 
concentraciones en diversas líneas 

celulares de mamíferos 
Jiang et al., 2003 

Nefrotoxicidad inducida por 
cisplatino 

Guerrero-Beltrán et al., 
2010 

Consumo de col de Bruselas en 
humanos 

Bogaards et al., 1994 

Aumento de Nrf2 en 
núcleo y disminución 
de Nrf2 en citoplasma 

Daño por hipoxia-reoxigenación en 
células HK2 

Yoon et al., 2008 

Isquemia-reperfusión en riñón de 
ratas 

Yoon et al., 2008 

Acumulación de arsénico en 
hepatocitos primarios de ratón 

Shinkai et al., 2006 

Daño por estreptozotocina en 
células pancreáticas de rata 

Song et al., 2009 

Disminución en la 
lipoperoxidación 

Isquemia-reperfusión en riñón de 
ratas 

Yoon et al., 2008 

Aumento de GSH 

Isquemia-reperfusión en riñón de 
ratas 

Yoon et al., 2008 

Acumulación de arsénico en 
hepatocitos primarios de ratón 

Shinkai et al., 2006 

Disminución de ERO 

Células pancreáticas de rata 
incubadas con interferon-  e 

interleucina-1β 
Song et al., 2009 

Incubación con SFN a diferentes 
tiempos y concentraciones en 

cardiomiocitos de rata frente al 
estrés oxidante inducido por H2O2  

Angeloni et al., 2009 

Hipertensión y ateroesclerosis en 
tejidos cardíacos y riñón de rata 

Wu et al., 2004 

Disminución en la 
fragmentación de ADN 

Incubación con SFN a diferentes 
tiempos y concentraciones en 

cardiomiocitos de rata frente al 
estrés oxidante inducido por H2O2 

Angeloni et al., 2009 
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3.2.  Cisplatino (cis-diaminodicloroplatino II; CIS) 

 
El cisplatino (CIS) es un compuesto inorgánico de 
coordinación, formado por 1 átomo de platino rodeado por 2 
átomos de cloro y 2 átomos de amonio en posición cis (Ali y Al 
Moundhri, 2006). Es un importante agente quimioterapéutico 
usado clínicamente para el tratamiento de diferentes tipos de 
cáncer que se presentan en cuello, testículo, ovario, pulmón, 
vejiga, esófago, cuello uterino, entre otros (Lebwohl y Canetta, 

1998). El CIS puede reaccionar con proteínas (formando enlaces cruzados tanto 
intracatenarios como intercatenarios) y con el ADN (formando aductos que inhiben la 
replicación y la transcripción de ese ácido nucleico) (Kelland, 2007; Jamieson y Lippard, 
1999). 
Desafortunadamente, en aproximadamente el 30% de los pacientes a los que se les 
administra CIS se presenta nefrotoxicidad (Daugaard y Abildgaard, 1989). Generalmente 
después de 10 días de la administración se presenta una disminución en la filtración 
glomerular y elevación en los niveles de creatinina sérica (Arany y Safirstein, 2003; 
Gonzales-Vitale et al., 1977).  
En varios trabajos, tanto in vivo como in vitro, se ha demostrado que la nefrotoxicidad 
ocasionada por el CIS está asociada a la producción de especies reactivas de nitrógeno 
(ERN) y de ERO (Davis et al., 2001; Xiao et al., 2003; Ali y Al Moundhri, 2006; Chirino et al., 
2004; Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009) (Tabla 2), a la disminución en la actividad de 
algunas enzimas antioxidantes como GPx, GR, SOD y CAT (Guerrero-Beltrán et al., 2010; 
Cetin et al., 2006; Mohan et al., 2006; Badary et al., 2005; Naziroglu et al., 2004), a la 
disminución de glutatión reducido (GSH) (Saad et al., 2002; Dwivedi et al., 2005), al 
aumento de algunos marcadores de lipoperoxidación como malondialdehído y 4-hidroxi-2-
nonenal (Matsushima et al., 1998; Mohan et al., 2006; Cetin et al., 2006; Minamiyama et al., 
2002) y al daño al ADN (Minamiyama et al., 2002).  
 
Tabla 2. Evidencias de la producción de ERO y/o ERN en la nefrotoxicidad inducida 
por CIS. 

ERO ó ERN Modelo experimental Referencia 

Anión superóxido (O2 ) 
Sistemas acelulares y en ratas 

Wistar macho 

Masuda et al., 1994 
Nishikawa et al., 2001 
Chirino et al., 2008a 

Óxido nítrico (NO•) Macrófagos aislados de ratón 

Son y Kim, 1995 
Srivastava et al., 1996 
Mansour et al., 2003 
Chirino et al., 2008b 

Oxígeno singulete (1O2) Ratas Sprague Dawley macho Atessahin et al., 2005 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) 
Células de túbulo proximal 

terminal 
Tsutsumishita et al., 1998 

Anión peroxinitrito  
(ONOO-) 

Ratas Wistar macho 
Chirino et al., 2004 
Husain et al., 1998 

Radical hidroxilo (OH ) 
Sistemas acelulares, ratas 

Wistar 

Masuda et al., 1994 
Yoshida et al., 2003 

Kadikoylu et al., 2004 
Sueishi et al., 2002 



 

 

 

         Mariel Calderón Oliver          6 

          2011 

 

Se sabe que parte del mecanismo en la producción de ERO por CIS es debida a la inhibición 
en la cadena de transporte de electrones durante la respiración mitocondrial, ya que el CIS 
inhibe a los complejos respiratorios I-IV (Kruidering et al., 1997) además de disminuir la 
producción de ATP y la entrada de calcio a la mitocondria (Rodrigues et al., 2010), lo que 
impide la reducción del oxígeno a agua, contribuyendo a la formación de ERO.  
 
El CIS se acumula en el riñón en las células del túbulo proximal y penetra en ellas a través 
de transportadores de cationes orgánicos conocidos como hOCT2 (Ciarimboli et al., 2005). 
El mayor daño inducido por CIS se presenta en el segmento S3 del túbulo proximal renal 
que se encuentra en la zona de la corteza renal (Weiner y Jacobs, 1983) debido a que es la 
zona donde principalmente se acumula, por lo tanto en nuestro modelo de estudio se 
emplearan las células epiteliales de túbulo proximal renal de cerdo (LLCPK1) para evaluar 
los efectos del SFN sobre la toxicidad del CIS, ya que estas células poseen características 
bioquímicas y morfológicas similares a las de túbulo proximal renal de humanos. 

3.3.  Estrés y daño oxidante 

El estrés oxidante es una alteración en el balance existente entre moléculas oxidantes y 
moléculas antioxidantes a favor de las primeras y que tiene el potencial de inducir daño 
celular causado por la interacción de las ERO con los constituyentes de los organismos 
vivos como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge, 2007).  
Las ERO se forman a partir de la adición sucesiva de electrones a la molécula de oxígeno 
produciendo especies parcialmente reducidas de este compuesto (Cárdenas-Rodríguez y 
Pedraza-Chaverri, 2006) (Fig. 4) y a su vez estas especies parcialmente reducidas pueden 
reaccionar entre sí para formar otras ERO. 
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Figura 4. Formación de ERO mediante la reducción univalente del oxígeno. 

 
El estrés oxidante provoca la fragmentación del ADN por alteraciones en las bases 
nitrogenadas, altera la fluidez en la membrana celular por la oxidación de lípidos y 
favoreciendo la generación de moléculas citotóxicas como malondialdehído y causa la 
pérdida de la capacidad catalítica de proteínas por el rompimiento de los enlaces 
peptídicos así como por la oxidación de aminoácidos. 
 
En la Tabla 3 se presentan algunas de las características importantes de algunas ERO 
(Morales et al., 2009). 
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Tabla 3. Características de algunas ERO. 
ERO Símbolo Características 

Ácido hipocloroso HOCl Formado por la acción de la mieloperoxidasa.  

Anión radical 
superóxido 

O2  
Intermediario en la reducción del O2 al H2O. Es importante 

debido a que puede generar más especies reactivas de 
oxígeno como OH• y H2O2. 

Oxígeno singulete 1O2 
Especie molecular de oxígeno que se activa por acción de la 

luz solar y las radiaciones. Es altamente oxidante. 

Peróxido de hidrógeno H2O2 

Originado en la dismutación del O2
•— por acción de la enzima 

SOD. Puede originar otros reactivos durante la reacción de 
Fenton con metales. Es lipofílico. 

Radical alcoxilo RO• 
Es un agente oxidante con potencial medio para actuar sobre 

los lípidos. 

Radical hidroxilo OH• 

Es el agente oxidante más reactivo en los sistemas biológicos. 
Normalmente es producido durante la reacción de Fenton y 

Haber-Weiss. Tiene la capacidad de reaccionar con ADN, 
proteínas y lípidos. 

Radical peroxilo RO2
• 

Es un agente oxidante con baja reactividad pero con alta 
difusión. 

 
En contraposición a un agente oxidante, un compuesto antioxidante es cualquier sustancia 
que retarda, previene o remueve el daño oxidante a una molécula blanco (Halliwell y 
Gutteridge, 2007). Desde un punto de vista particular existen tres tipos de antioxidantes, 
los directos, los indirectos y los bifuncionales. En la Tabla 4 se resumen algunas de las 
características de estos tres tipos de antioxidantes.  
 
Tabla 4. Características de los tipos de antioxidantes. 

Directos Indirectos Bifuncionales 

Con actividad redox 
Pueden o no tener actividad 

redox 

Cumplen con una o 
varias características 
de los antioxidantes 
directos e indirectos 

Se consumen durante las 
funciones antioxidantes 

No se consumen e inducen 
proteínas citoprotectoras que 

actúan catalíticamente  

Ejemplos: Resveratrol, 
curcumina  

Necesitan ser regenerados Tiene vida media larga  

Son de corta duración 
Poca probabilidad de 

presentar efecto pro-oxidante 
 

Pueden tener efectos pro-
oxidantes 

Ejemplos: SFN, carnosol, 
epigalocatequina 3-galato 

 

Ejemplos: vitamina C y E, α-
mangostina  

 
 

 

 
Dependiendo de su mecanismo de acción, los antioxidantes se pueden clasificar en 
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. Los primeros son proteínas que tienen una 
función catalítica para remover ERO y otras especies reactivas como las de nitrógeno y 
radicales libres, ejemplo de ellos son enzimas como SOD, CAT y otras peroxidasas. Los no 
enzimáticos son proteínas que disminuyen la disponibilidad de moléculas pro-oxidantes y 
protegen a las biomoléculas contra el daño oxidante, ya que pueden atrapar ERO, ejemplo 
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de ellos son la ferritina, transferrina, proteínas de choque térmico, GSH y α-tocoferol 
(Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006), además de metaloproteínas y proteínas 
regulatorias de algunos factores de transcripción que ayudan a disminuir el estrés oxidante 
(Baird y Dinkova-Kostova 2011).     
Se ha demostrado que el uso de algunos antioxidantes directos e indirectos de origen 
natural disminuyen la nefrotoxicidad causada por el CIS (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009; 
Weijl et al., 2004; Ali y Al Moundhi, 2006; Chirino et al., 2004; 2008a,b; Razo-Rodríguez et 
al., 2008; Pérez-Rojas et al., 2009), por lo que el uso de antioxidantes naturales ha 
adquirido un mayor auge y relevancia en la actualidad. En la Tabla 5 se indican algunos 
ejemplos de antioxidantes dietarios cuyo uso ha disminuido la toxicidad del CIS. 
 
Tabla 5. Antioxidantes dietarios que disminuyen la nefrotoxicidad de CIS. 

Antioxidante 
Modelo nefrotóxico o de estrés 

oxidativo inducido por CIS 
Referencia 

α-tocoferol 
Ratas hembra Wistar (6 mg/ kg 

i.p.) 
Naziroglu et al., 2004 

Resveratrol 
Ratas Sprague-Dawley (10 

mg/kg i.p.) 
Cetin et al., 2006 

Vitamina C Ratones (7 mg /kg i.p.) Maliakel et al., 2008 

Licopeno 
Ratas macho Sprague Dawley (7 

mg/kg i.p.) 
Atessahin et al., 2005 

α-mangostina 
Ratas macho Wistar (7.5 mg/kg 

i.p.) 
Pérez-Rojas et al., 2009 

Curcumina 
Ratas macho Wistar (5 mg/kg 

i.p.) 
Kuhad et al., 2007 

Sulforafano 
Ratas macho Wistar (7.5  

mg /kg i.p.) 
Guerrero-Beltrán et al., 2010 

  
En nuestro laboratorio ya se ha demostrado que el SFN es capaz de disminuir el daño 
inducido por CIS en cultivos de células LLCPK1. Cuando estas células se preincubaron con 
diferentes concentraciones de SFN por 24 h se observó un aumento (dependiente de la 
concentración) en su viabilidad en comparación con las células que sólo se trataron con CIS 
(Guerrero-Beltrán et al., 2010) (Fig. 5). Este efecto fue relacionado con la disminución del 
estrés oxidante y con la activación de la expresión de enzimas antioxidantes como 
consecuencia de la traslación de Nrf2 al núcleo (Fig. 6). 
 
También se ha observado in vivo que la administración de SFN atenúa el daño renal 
(evaluado histológicamente y por marcadores de función renal) inducido por CIS, lo que 
podría explicarse por el aumento en la actividad de algunas enzimas citoprotectoras como 
CAT, GST y GPx (Guerrero-Beltrán et al., 2010).   
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Figura 5. El SFN previene la muerte celular inducida por CIS. Las células LLCPK1 se 
preincubaron con SFN por 24 h y después con CIS (40 μM) por 24 h más. La viabilidad se 

determinó por el método de MTT. Los datos se presentan como promedio±SEM. *p<0.001 
vs. CT, **p<0.001 vs. CIS (Guerrero-Beltrán et al., 2010). 

 
 

 
Figura 6. El SFN induce la traslación del factor transcripcional Nrf2 al núcleo. Las células 

LLCPK1 se incubaron con SFN (10 y 25 µM) por 3 h. La traslación nuclear de Nrf2 se 
detectó por inmunofluorescencia (Guerrero-Beltrán et al., 2010). 
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4. JUSTIFICACIÓN 

El SFN es un antioxidante indirecto que tiene funciones protectoras en condiciones de 
estrés oxidante. Se ha demostrado el efecto citoprotector de este antioxidante en la 
citotoxicidad inducida por CIS en cultivos celulares pero no se ha estudiado el mecanismo 
por el cual el SFN ejerce este efecto en este modelo.  

5. HIPÓTESIS 

 La protección del SFN contra el daño del CIS en las células LLCPK1 se debe a la 
disminución del estrés oxidante mediada por la inducción de enzimas antioxidantes 
como NQO1 y GCL así como a la prevención en la disminución en los niveles de GSH 
y a la disminución del daño mitocondrial.  

6. OBJETIVOS 
6.1.  Objetivo general 
 Describir el mecanismo por medio del cual el SFN ejerce un efecto protector en la 

toxicidad inducida por CIS en células LLCPK1. 

6.2.  Objetivos particulares 
 Determinar el efecto del SFN sobre el estrés oxidante inducido por CIS evaluando: 

 la producción de ERO. 

 la concentración de GSH. 

 el potencial de membrana mitocondrial. 

 Determinar la actividad de enzimas antioxidantes  

 NQO1 y GCL. 

 Determinar la capacidad antioxidante del SFN.  

7. MATERIALES Y MÉTODOS 
7.1.  Reactivos 

Las células LLCPK1 (Cat. CL-101) se adquirieron de American Type Culture Collection 
(Rockville, MD, EUA). El sulforafano (cat. No. S8044, lote 26815401) se adquirió de LKT 
Laboratories (St. Paul, MN, EUA).  
Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): CIS (cis-
diaminodicloroplatino II Pt(NH3)2Cl2; cat. No. P4394, lote 087K1349), bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), dimetil sulfóxido (DMSO), Tritón X-100, 
albúmina sérica bovina (ASB), ácido 5-sulfosalicílico (SSA), 2,3-naftalendicarboxialdehído 
(NDA), ácido nordihidroguayarético (NDGA) (cat. N2036), xantina (cat. X0626), xantina 
oxidasa (X4376), azul de nitrotetrazolio (NBT) (cat. N6876), luminol (cat. A8511), 
dihidrocloruro de 2,2′-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH) (cat. 440914), ácido 
dietilentriaminopentaacético (DTPA) (cat. D6518) y difenilisobenzofurano (DFBF) (cat. 
105481), GST (cat. G6511), GSH (cat. G4251), NADPH (cat. N1630), GSH reductasa (cat. 
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G3664), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (cat. G6378), glucosa-6-fosfato (cat. G7879), FAD 
(cat. F6625), -NADP (cat. N0505), dicumarol (cat. M1390), dimetiltiourea (DMTU) (cat. 
D188700), menadiona (cat. M5625) y ATP (cat. A2754).  
De GIBCO (México D.F.) se adquirieron: Medio Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) (cat. 
12800-017), DMEM sin rojo de fenol, tripsina (Tryple Express) cat. 12604013, suero fetal 
bovino (SFB) (cat. 16000-044), antibiótico/antimicótico (10,000 unidades de penicilina G y 
10,000 g de sulfato de estreptomicina/mL en solución salina al 0.85%) (cat. 15140122). 
Las cajas de cultivo se adquirieron de Nunc (Roskilde, Dinamarca).  
La sondas fluorescentes diacetato de 5-(y 6-)carboxi-2’-7’-diclorodihidrofluoresceína 
(Carboxi-H2DCFDA) (cat. C400), el dihidroetidio (DHEt) (cat. D1168) y el yoduro de 
5,5´,6,6´-tetracloro-1,1´,3,3´-tetraetil-benzimidazol-carbocianina (JC-1) (cat. T3168) se 
adquirieron de Invitrogen Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). De J.T. Baker (Xalostoc, 
Edo. de México, México) se compraron: Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) (cat. 3828), 
fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4) (cat. 3818), hipoclorito de sodio (NaOCl) (cat. 
9416) y cloruro de sodio (NaCl) (cat. 3624).  

La sonda fluorescente 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCDHFDA) (cat. 85155) 
se adquirió de Cayman-Chemical Company (Ann Arbor, MI, EUA). 
El monoclorobimano (cat. 69899) se adquirió de Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). 
Los demás reactivos se adquirieron comercialmente y fueron de la más alta pureza.  

7.2.  Cultivos celulares 

Las células LLCPK1 se cultivaron en DMEM suplementado (con 10% de SFB y 1% de 
antibiótico/antimicótico) y se mantuvieron a 37°C en una atmósfera de O2 con 5% de CO2 
en una incubadora NUAIRE modelo NU8500 (NUAIRE, Inc., Plymouth, MN, EUA) y se 
subcultivaron tres veces por semana para lo cual se removió el medio, se lavaron con PBS, 
se les adicionó 1 mL de tripsina durante 5 min, se colocaron en un tubo cónico de 15 mL y 
se centrifugaron a 200 x g por 3 min (centrífuga Megafuge 1.0-Heraeus). Se desechó el 
sobrenadante y se adicionó 1 mL de DMEM con SFB al 10% para resuspender las células 
con ayuda de una micropipeta de 1 ml (Kawai et al., 2006).  
Para el crecimiento o propagación de células, al resuspendido celular se adicionaron 4 mL 
de DMEM suplementado y se cultivaron en cajas de 75 cm2.  
Para sembrar células para los experimentos, las células del resuspendido se contaron en 
una cámara de Neubauer y se sembraron en placas de cultivo a una densidad de 40,000 
células/cm2. Cuando las células alcanzaron la confluencia del 90% (24 h después), se 
eliminó el medio y se inició el tratamiento experimental preincubando a las células con 
diferentes concentraciones de SFN (0-5 M durante 24 h) y después con CIS 40 M durante 
24 h. 

7.3.  Análisis de la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO)  
En estudios in vivo e in vitro previos se ha encontrado que la producción de ERO es uno de 
los principales mecanismos asociados a la nefrotoxicidad inducida por el CIS (Davis et al., 
2001; Xiao et al., 2003; Ali y Al Moundhri, 2006; Chirino et al., 2004; Chirino y Pedraza-
Chaverri, 2009) por lo que se analizó si el SFN disminuye los niveles de ERO en las células 
expuestas a CIS. 
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La producción de ERO se realizó utilizando el marcador fluorescente carboxi-H2DCFDA que 
entra a la célula y se acumula en el citosol donde es desacetilado por esterasas a 5-(y 6-) 
carboxi-2’,7’-diclorohidrofluoresceína (Carboxi-H2DCF), que en presencia de ERO es 
oxidado a 5-(y 6-) carboxi-2’,7’-diclorofluoresceína (carboxi-DCF; Fig. 7), produciendo un 
compuesto fluorescente que permanece en el citoplasma exhibiendo un color verde 
brillante (Hernández-Fonseca et al., 2008).  
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Figura 7. Oxidación carboxi-H2DCFA a carboxi-DCF (método fluorescente). 

También se utilizó la sonda DHEt con el propósito de detectar O2 . Esta molécula entra a 
las células y es oxidada en el citosol produciendo el producto fluorescente etidio (Fig. 8) 
(Robinson et al., 2008; Zhao et al., 2003) el cual difunde al núcleo celular e interacciona con 
el ADN emitiendo una fluorescencia de color rojo brillante a 610 nm cuando se excita a 535 
nm (Bindokas et al., 1996). 
 

 

 

 

 

 

Figura 8. Oxidación del dihidroetidio a etidio. 

Después del tratamiento de las células (preincubación con SFN con posterior adición de CIS 
40 µM por 2 h), se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron con PBS, se les 
adicionaron las sondas (disueltas en DMEM sin rojo de fenol a una concentración final de 
20 µM) durante 10 min a 37°C, después se lavaron con PBS frío y se les añadió DMEM sin 
rojo de fenol. Las células se examinaron con un microscopio de epifluorescencia (Nikon, TS-
100F) usando los cubos de fluorescencia B-2A/C (excitación 450-490 nm) y G2A 
(excitación 510-560 nm) para la detección de la carboxi-DCF y el etidio, respectivamente. 
El número de células positivas para etidio o carboxi-DCF se cuantificó en 5 campos o áreas 
diferentes por cada pozo, y por condición, en al menos 3 experimentos independientes 
mediante el software NIS elements 3.0 (Nikon Inc., Melville, NY, EUA). El nivel basal de ERO 
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observadas en las células control se estandarizó con el valor de 1, para las demás 
condiciones experimentales se calculó la relación con respecto al nivel basal de ERO. 

7.4.  Medición del contenido de glutatión (GSH) 

La determinación de GSH se realizó mediante el método fluorométrico descrito por 
Fernández-Checa y Kaplowitz (1990) que se basa en la formación de aductos de GSH con el 
monoclorobimano en presencia de GST. El monoclorobimano es un compuesto no 
fluorescente pero forma aductos fluorescentes con el GSH y otros tioles de bajo peso 
molecular como N-acetilcisteína y mercaptopurina (Fig. 9).  
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Figura 9. Formación de aductos de GSH con monoclorobimano en presencia de GST. 
 
Las células se lisaron con ultrasonido en 50 µL de solución Krebs-Henseleit y se 
centrifugaron a 15,000 x g por 30 min a 4°C. Del sobrenadante se tomaron 33.3 µL a los que 
se adicionaron 33.3 µL de monoclorobimano (1 mM), 33.3 µL de GST (1 U/mL) y 233 µL de 
solución Krebs-Henseleit. La fluorescencia se determinó 30 min después en un lector de 
placas Synergy HT (“multi-mode microplate reader”; Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, 
EUA) usando una longitud de onda de excitación de 385 nm y una longitud de onda de 
emisión de 478 nm. Los niveles de GSH de la muestra se interpolaron a partir de una curva 
patrón de GSH y se corrigieron por la concentración de proteínas totales presentes en la 
muestra. Los resultados se expresaron como µmoles de GSH/mg de proteína. 

7.5.  Cuantificación de la actividad de enzimas citoprotectoras 

Después de los tratamientos experimentales las células se lavaron con PBS, se cosecharon, 
se transfierieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se centrifugaron a velocidad máxima 
durante 10 s en una centrífuga de mesa Beckman modelo Microfuge E, el sobrenadante se 
desechó y el paquete celular de LLCPK1 se resuspendió en 0.2 mL de amortiguador de 
fosfatos 50 mM pH 7.0 con Tritón X-100. Las células se lisaron aplicando ultrasonido por 10 
s, se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron a 10,000 x g por 10 min. El sobrenadante 
se usó para realizar las determinaciones de actividad enzimática. 
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7.5.1. NADPH quinona óxido reductasa-1 (NQO1) 

La actividad de NQO1 se determinó mediante el ensayo descrito por Prochaska y 
Santamaría (1988) con algunas modificaciones. El principio del ensayo se basa en la 
generación de NADPH a partir de la glucosa-6-fosfato y de la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa que es utilizado por la quinona reductasa para transferir electrones a la 
menadiona. El producto resultante, menadiol, reduce el MTT a formazán que se mide 
espectrofotométricamente a 610 nm (Fig. 10).  
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Figura 10. Principio del ensayo de actividad de NQO1. 

 
Se tomaron 20 µL del sobrenadante del lisado celular y se mezclaron con 200 µL de la 
mezcla de reacción (Tris-HCl 0.025 M pH 7.4, ASB (0.7 mg/mL), Tween-20 al 0.01%, FAD 5 
µM, glucosa-6-fosfato 1 mM, 1 µL de menadiona 50 mM, 300 U de glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, 0.3 mg/mL de MTT y NADP 30 µM), la mezcla se incubó por 5 min a 
temperatura ambiente y la reacción se detuvo al adicionar 50 µL de dicumarol 0.3 mM. Se 
midió la absorbancia a 610 nm en el lector de placas Synergy HT y los cálculos se realizaron 
considerando que el coeficiente de extinción molar del MTT a 610 nm es de 11,300 M-1 cm-

1. Los resultados se expresaron como nmoles de formazán/min/mg de proteína.  
 

7.5.2. γ-Glutamato-cisteína ligasa (GCL) 

La actividad de GCL se determinó mediante el ensayo descrito por White y colaboradores 
(2003). El fundamento del ensayo se basa en la formación de aductos del compuesto NDA 
con el producto de la enzima (glutamato-cisteína). El NDA es un compuesto no fluorescente 
pero forma aductos fluorescentes con el GSH y con el compuesto glutamato-cisteína (Fig. 
11). 
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Figura 11. Formación de aductos del NDA con glutatión y γ-glutamato-cisteína (Orwar et 

al., 1995). 
 
 
Después del tratamiento de las células y de la obtención del botón celular éste se 
resuspendió en 50 µL de amortiguador TES-SB (Tris base 20 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 
250 mM, L-serina 2 mM y ácido bórico 20 mM). Las células se lisaron mediante ultrasonido 
por 10 s, se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron a 5,000 x g por 10 min a 4°C. Se 
tomaron 20 µL del sobrenadante (por duplicado) y se mezclaron con 50 µL de la mezcla de 
reacción (Tris base 400 mM, ATP 40 mM, L-ácido glutámico 20 mM, EDTA 2 mM, ácido 
bórico 20 mM, L-serina 2 mM y cloruro de magnesio hexahidratado 40 mM) precalentada a 
37°C por 20 s. La reacción se inició al agregar 50 µL de L-cisteína 2 mM a un tubo de cada 
tratamiento (tubo GCL). Después de incubar todas las muestras a 37°C por 20 min, la 
reacción se detuvo adicionando 50 μL de SSA 200 mM. Además se adicionaron 50 µL de L-
cisteína 2 mM al duplicado de cada muestra. Después de incubar todas las muestras en 
hielo por 20 min, los tubos se centrifugaron a 2,000 x g a 4°C por 5 min. Se tomaron 20 µL 
del sobrenadante (por triplicado) y se colocaron en una placa negra de 96 pozos. A cada 

pozo se adicionaron 180 µL de la solución NDA (Tris base 50 mM, NaOH 0.5 N y NDA 10 mM 
disuelto en DMSO, v/v/v 1.4/0.2/0.2). La placa se protegió de la luz y se incubó a 
temperatura ambiente por 30 min. La fluorescencia se determinó usando una longitud de 
onda de excitación de 485 nm y una longitud de onda de emisión de 535 nm en el lector de 
placas Synergy HT. Los resultados se expresaron como nmoles de GSH sintetizado por 
encima del GSH basal/min/mg de proteína. 

7.6.  Viabilidad celular. Método de MTT. 
Este método es una modificación del procedimiento descrito por Mosmann (1983) y se 
basa en la reducción de una sal de tetrazolio, MTT, por deshidrogenasas como succinato 
deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa (Berridge y Tan, 1993) con lo que se origina 
formazán (la forma reducida del MTT) que se identifica por ser un precipitado color 
púrpura (Fig. 12). 
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Figura 12. Reducción de MTT a formazán por enzimas como lactato deshidrogenasa 
(LDH) y succinato deshidrogenasa (SDH). 

Por este método se evaluó el efecto del SFN en la muerte celular inducida por CIS, para ello 
se realizaron 2 tratamientos: En el primero las células fueron preincubadas por 24 h con 
SFN y después coincubadas con SFN y CIS por 24 h más; en el segundo se realizó una 
incubación con SFN por 24 h después de la incubación con CIS por 2 h (postratamiento). 
    
También se evaluó la importancia de las enzimas citoprotectoras NQO1 y GCL en la 
protección del SFN, usando los inhibidores específicos dicumarol (DIC) y butionina 
sulfoximina (BSO), respectivamente. Las células LLCPK1 se incubaron por 1 h con los 
inhibidores y luego se les adicionó SFN (concentración final de 5 µM) por 24 h (sin retirar 
los inhibidores), transcurrido ese tiempo se retiró el medio y se incubaron con CIS 40 µM 
por 24 h más. 
Después del tratamiento a las células se les adicionó MTT disuelto en DMEM con una 
concentración de 0.125 mg/mL y se incubaron durante 1 h a 37°C. Se retiró el medio de 
cultivo y el formazán se disolvió con isopropanol ácido (HCl 0.1 N en isopropanol). La 
absorbancia se determinó a 570 nm y los datos se expresaron como el porcentaje de la 
reducción del MTT con respecto a las células sin tratamiento alguno o control.  

7.7.  Evaluación del potencial de membrana mitocondrial (MMP) 

El MMP se determinó usando el compuesto fluorescente JC-1 (Fig. 13) el cual se conserva 
en la mitocondria de una manera dependiente del potencial de la membrana (Smiley et al., 
1991). Cuando la membrana mitocondrial está polarizada JC-1 forma agregados dentro de 
la mitocondria que emiten una fluorescencia roja-naranja a 590 nm. Sin embargo, en 
condiciones donde la membrana mitocondrial se encuentra despolarizada JC-1 se localiza 
en el citoplasma en forma de monómero y emite una fluorescencia verde a 530 nm. 

 
Figura 13. Estructura de la sonda fluorescente JC-1. 
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Después del tratamiento de las células (preincubación con SFN con posterior adición de CIS 
40 µM por 5 h), se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron con PBS, se les adicionó 
JC-1 (disuelto en DMEM sin rojo de fenol a una concentración final de 1 µg/mL) a 37°C 
durante 30 min, se lavaron con PBS frío, se les añadió DMEM sin rojo de fenol y se 
examinaron con el microscopio de epifluorescencia TS-100F usando los cubos de 
fluorescencia B-2A/C (excitación 450-490 nm) y G2A (excitación 510-560 nm) para la 
detección del monómero y la forma agregada, respectivamente. La cuantificación de la 
despolarización del MMP se determinó midiendo la fluorescencia en el lector de placas 
Synergy HT con una excitación de 485 nm y una emisión de 530 y 590 nm. Los resultados 
se expresaron como la relación JC-1 agregado (rojo)/JC-1 monómero (verde), es decir, 
como el cociente 590 nm/530 nm. 

7.8.  Análisis de la capacidad antioxidante in vitro del SFN sobre ERO 
7.8.1. Anión superóxido (O2•-)   

El método se basa en la generación de O2•- durante la oxidación de xantina a ácido úrico por 
la xantina oxidasa. El O2•-  reduce al NBT a formazán, un producto colorido que absorbe a 
una longitud de onda de 560 nm (Fig. 14). En este método es importante determinar que la 
producción de ácido úrico (medida a 295 nm) sea constante para asegurarse que el 
compuesto a evaluar no afecta la actividad de la xantina oxidasa y que éste sea el 
mecanismo por el cual disminuye la generación de formazán y no porque la muestra atrape 
o neutralice O2•-  (Pedraza-Chaverri et al., 2009). 
 

 
Figura 14. Determinación de O2•- por la actividad de xantina oxidasa. 

 
Cuatrocientos µL de mezcla de reacción (xantina 0.116 mM, Na2CO3 20 mM, NBT 29 mM y 
amortiguador de fosfatos 18 mM pH 7.0) se mezclaron con 50 µL de amortiguador de 
fosfatos (50 mM, pH 7.0) (tubo control: 0% atrapamiento) ó con 50 µL de diferentes 
concentraciones de SFN (de 0-100 µM) ó con 50 µL del compuesto referencia NDGA (0-100 
µM). La reacción se inició al adicionar 50 µL de xantina oxidasa (168 U/L). La reacción se 
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analizó en un espectrofotómetro Beckman DU-640 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, 
EUA) mediante la medición de la absorbancia a 295 nm (formación de ácido úrico) y a 560 
nm (formación de formazán) cada min durante 3 min y estableciendo como referencia al 
tubo sin muestra para cada ensayo. Para determinar la capacidad atrapadora se calcularon 
los cambios de absorbancia a 560 nm del tubo control que corresponde a la máxima 
generación de formazán por la presencia de O2•- en el sistema. Los datos obtenidos de la 
reacción con SFN se compararon con los cambios de absorbancia a 560 nm del tubo 
control. 
 

     

 
En donde Δabs=cambio en la absorbancia/min. 

7.8.2. Anión peroxinitrito (ONOO-)  

En este ensayo se usó DCDHFDA como indicador de la formación o presencia de ONOO-. El 
DCDHFDA es desacetilado por esterasas en un medio básico formando 2’7’-
diclorodihidrofluoresceína (DCDHF) la cual es oxidada por el ONOO- a 2’,7’-
diclorofluoresceína (DCF) (Kooy et al., 1997). La formación de DCF se determinó por 
fluorescencia usando una excitación de 488 nm y una emisión de 525 nm. Por lo tanto el 
método mide la capacidad de inhibición de un compuesto en la formación de DCF a partir 
de DHCF inducida por ONOO- (Fig. 15). 
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Figura 15. Reacción de oxidación del DHCFDA. 
 
El ONOO- se sintetizó de la siguiente manera: En un baño de hielo se permitió la reacción 
por 1 s de 5 mL de una solución ácida de H2O2 0.7 M (en HCl 0.6 M) con 5 mL de KNO2 0.6 M 
y la reacción se detuvo añadiendo 5 mL de NaOH 1.2 M frío. El H2O2 residual de la mezcla se 
removió pasando la solución amarillenta a través de una columna de MnO2 previamente 
lavada con NaOH 1.2 M (Medina-Campos et al., 2007). La solución de ONOO- se almacenó 
protegida de la luz y en congelación hasta su uso. La concentración de ONOO- se determinó 
espectrofotométricamente a 302 nm antes de realizar cada ensayo usando el coeficiente de 
extinición molar de 1,670 M-1cm-1.    
La capacidad atrapadora se determinó mezclando 80 µL de H2O, 10 µL de muestra o H2O 
(control), 3.33 µL de DTPA 1 mM, 3.33 µL ONOO- 0.625 mM y 3.33 µL de DCDHFDA 3.5 mM. 
Se utilizaron como controles positivos ácido úrico y penicilamina (0-50 µM). Después de 30 
min de incubar la reacción a temperatura ambiente y protegida de la luz, se midió la 
fluorescencia usando una excitación de 488 nm y una emisión de 525 nm en el lector de 
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placas Synergy HT. Para calcular la capacidad atrapadora de ONOO- se consideró la 
fluorescencia del tubo control como la máxima cantidad de DCF formada por la acción del 
ONOO-. 
 

  

 
En donde UF=unidades de fluorescencia. 

7.8.3. Oxígeno singulete (1O2 ) 

A partir de NaOCl y H2O2 se generó el 1O2 el cual produce una disminución en la 
fluorescencia del DFBF (excitación 410 nm y emisión 455 nm) debido a que el DFBF es un 
atrapador específico de 1O2 (Wozniak et al., 1991) (Fig. 16). 
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Figura 16. Reacción de oxidación del DFBF (Howard y Mendenhall, 1975). 
 

En este ensayo se mezclaron 25 µL de la muestra a estudiar o etanol (control) con 25 µL de 
H2O2 10 mM, 25 µL de DFBF 10 µM y 25 µL de NaOCl 300 µM. La reacción se incubó a 
temperatura ambiente por 10 min y protegida de la luz. Después de ese tiempo se 
adicionaron 150 µL de etanol y se determinó la fluorescencia en el lector de placas Synergy 
HT con una excitación de 410 nm y una emisión de 455 nm. Como control positivo de 
atrapador se utilizó histidina (0-50 mM). 
Para calcular la capacidad atrapadora de 1O2 se consideró la fluorescencia del tubo control 
como la máxima cantidad de DFBF oxidada por la acción del 1O2. 
 

  

 
En donde UF=unidades de fluorescencia. 
      

7.8.4. Ácido hipocloroso (HOCl) 

El luminol es un compuesto que al oxidarse emite luz que puede ser detectada por 
quimioluminiscencia (λmax= 485 nm). La oxidación del luminol puede llevarse a cabo en 
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diferentes condiciones de reacción, una de ellas es por medio de las ERO (Fig. 17). En este 
ensayo la molécula de luminol es oxidada por HOCl (Yamaguchi et al., 2010). 
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Figura 17. Reacción de oxidación del luminol 
 

Para cada ensayo la concentración de HOCl se determinó espectrofotométricamente a 235 
nm usando el coeficiente de extinción molar de 100 M-1 cm-1. El HOCl fue diluido con 
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 hasta alcanzar una concentración de 3.4 mM. Se 
mezclaron 100 µL de luminol 1.2 mM, 175 µL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, 
25 µL de muestra o de amortiguador (control) y 20 µL de HOCl 3.4 mM. Inmediatamente se 
determinó la luminiscencia en el lector de placas Synergy HT. Se utilizó vitamina C (0-0.5 
mM) como atrapador de esta especie reactiva.  
Para calcular la capacidad atrapadora de HOCl se consideró la luminiscencia del tubo 
control como la máxima cantidad de luminol oxidado por la acción del HOCl. 
 
 

  

 
En donde CL=unidades de quimioluminiscencia.  

7.8.5. Radical peroxilo (RO2• ) 

La descomposición del compuesto AAPH genera radicales RO2• y en este ensayo el luminol 
se utilizó como marcador de oxidación y de quimioluminiscencia (Lissi et al., 1995).  
 
Se mezclaron 25 µL de muestra o de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 8.6 (control) con 
58.3 µL de luminol 21.43 µM y 166.66 µL de AAPH 30 mM. La mezcla, protegida de la luz, se 
incubó a temperatura ambiente por 3 min y se midió la quimioluminiscencia usando el 
lector de placas Synergy HT. Se utilizó como control positivo de atrapamiento NDGA (0-0.1 
µM). 
Para calcular la capacidad atrapadora de RO2• se consideró la luminiscencia del tubo 
control como la máxima cantidad de luminol oxidado por la acción del RO2•. 
 
 

   

 
En donde CL=unidades de quimioluminiscencia. 



 

 

 

         Mariel Calderón Oliver   21 

          2011 

 

7.8.6. Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

En este método se utilizó el luminol como marcador de oxidación y de quimioluminiscencia 
(Yamaguchi et al., 2010).   
 
Se mezclaron 25 µL de muestra o de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 8.6 (control) con 
68 µL de H2O2 7.5 mM y 134 µL de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 8.6. La reacción se 
incubó a temperatura ambiente por 30 min, se adicionaron 23 µL de luminol 12 µM e 
inmediatamente se determinó la quimioluminiscencia usando el lector de placas Synergy 
HT. Se utilizó como control positivo de atrapador al piruvato de sodio (0-100 µM). 
Para calcular la capacidad atrapadora de H2O2 se consideró la luminiscencia del tubo 
control como la máxima cantidad de luminol oxidado por la acción del H2O2. 
 
 

   

 
En donde CL=unidades de quimioluminiscencia. 

7.8.7. Radical hidroxilo (OH ) 

El tereftalato, el cual es un compuesto no fluorescente, reacciona con OH  y por 
hidroxilación se produce el compuesto fluorescente hidroxitereftalato (Qu et al., 2000) (Fig. 
18).  
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Figura 18. Reacción de oxidación del tereftalato. 
 
En este ensayo se utilizó la reacción de Fenton para producir OH . Se mezclaron 180 µL de 
la mezcla de reacción (ácido ascórbico 1 mM, FeCl3 1 mM, EDTA 1 mM, H2O2 10 mM, 
tereftalato 3.5 mM y amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4) con 20 µL de SFN (0-100 µM) 
ó 20 µL de agua destilada (tubo control: 0% de atrapamiento). La reacción anterior se 
incubó a temperatura ambiente por 30 min para generar el OH . La sal férrica (FeCl3) se 
mezcló con EDTA antes de adicionarla a la mezcla de reacción. El producto fluorescente se 
determinó en el lector de placas Synergy HT a 326 nm de exitación y 432 nm de emisión. Se 
utilizó como control positivo de atrapamiento la DMTU (0-1,000 µM).  
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En donde CL=unidades de quimioluminiscencia. 

7.9.  Análisis de datos 

Los datos se expresan como el promedio ± error estándar de la media (EEM) y se 
compararon mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía, seguido de una 
prueba de comparaciones múltiples de Dunnet o de Bonferroni usando el software 
estadístico Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., CA, EUA).  
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8. RESULTADOS 
8.1.  Producción de ERO 

El uso de las sondas fluorescentes DHEt y carboxi-H2DCFDA mostró que el CIS indujo una 
producción máxima de ERO en las primeras 3 h de exposición (Fig. 19). Considerando este 
resultado las células fueron expuestas a CIS por 2 h con una incubación previa de 24 h con 
SFN en base a reportes que indican que en ese tiempo hay un aumento en la cantidad de 
proteínas citoprotectoras inducido por el SFN (Hu et al., 2004; Tarozzi et al., 2009; Lii et al., 
2010; Yeh et al., 2009) y a que en ese lapso de 24 h este compuesto atenúa la muerte 
celular inducida por CIS (Guerrero-Beltrán et al., 2010).  
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Figura 19. Producción de ERO inducida por CIS. Las células LLCPK1 se incubaron con CIS 

40 µM a diferentes tiempos (0 a 5 h) y con carboxi-H2DCFDA (20 µM por 10 min). Los datos 
se obtuvieron de 3 experimentos independientes. *p<0.01; **p<0.001 vs. 0 h. 

 
En la Figura 20 se muestran microfotografías representativas de células expuestas a SFN 
por 24 h y a CIS por 2 h en las que se observa que la producción de O2  (fluorescencia roja) 
y de ERO (fluorescencia verde) inducidas por CIS fue menor en las células pretratadas con 
SFN.  
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Figura 20. Producción de O2  y de ERO. Las células se incubaron con SFN (0-5 µM) por 24 

h, luego con CIS 40 µM por 2 h y finalmente con una solución 20 µM de las sondas DHEt 
(O2 ) y carboxi-H2DCFDA (ERO) por 10 min.  

 
La Figura 21 muestra la cuantificación de la producción de O2  (panel a) y de ERO (panel 
b) y se observa que los niveles del primero aumentaron 3.3 veces y los de los segundos se 
incrementaron 6.2 veces en las células tratadas con CIS. La preincubación de las células con 
diferentes concentraciones de SFN (0-5 µM) por 24 h, antes de la exposición a CIS, atenuó 
el incremento de O2  y de ERO de una manera dependiente de la concentración de SFN 
(para el caso de la producción de O2  el aumento fue de 2.27 ± 0.91, 1.53 ± 0.25, y 0.86 ± 
0.48 veces para las concentraciones de 1, 3 y 5 µM respectivamente; y para la producción 
de ERO el incremento fue de 2.43 ± 0.35, 2.28 ± 0.57 y 1.51 ± 0.44 veces para las 
concentraciones de 1, 3 y 5 µM de SFN, respectivamente; p<0.005 vs. CIS). 
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Figura 21. Producción de O2  (panel a) y de ERO (panel b). La preincubación con SFN (0-5 
µM) fue por 24 h seguida de la exposición a 40 µM de CIS por 2 h. Los datos se obtuvieron 

de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 vs. CT; #p<0.05; ##p<0.01; 
###p<0.001 vs. CIS+/SFN-. 

8.2.  Contenido de GSH 

En la Figura 22 se observa que el SFN atenuó, de manera dependiente de la concentración, 
la disminución de los niveles de GSH debida a la exposición al CIS, aunque sólo con la 
concentración de 5 µM de SFN se presentó una diferencia significativa (p<0.05) con 
respecto a las células tratadas con CIS. Sin embargo el SFN no fue capaz de evitar la 
disminución de GSH puesto que, como se observa en la Figura 22a, los niveles de GSH eran 
elevados después de la exposición al SFN por 24 h y antes de la exposición de las células al 
CIS (Fig. 22a). La prevención en la disminución de los niveles de GSH debida al SFN fue 
abatida cuando las células se preincubaron con BSO (inhibidor de la enzima GCL) (Fig. 
22b). 
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Figura 22. Efecto del SFN en el contenido de GSH. Las células se incubaron por 24 h con 

diferentes concentraciones de SFN (panel a). La preincubación con SFN (0-5 µM) por 24 h 
antes de la exposición a CIS por 24 h atenuó la disminución de GSH (panel b). Los datos se 
obtuvieron de 4 experimentos independientes. Panel a) ***p<0.001 vs. SFN 0 µM; panel b) 

**p<0.01, ***p<0.001 vs. CT; #p<0.05, ###p<0.001 vs. CIS; +p<0.001 vs. CIS+SFN 5 µM. 

8.3.  Actividad de enzimas citoprotectoras 
8.3.1. Actividad de NQO1 

La actividad de esta enzima se determinó en células que fueron incubadas con diferentes 
concentraciones de SFN (0-10 µM) por 24 h. Se observó que el SFN aumentó, de manera 
dependiente de la concentración, la actividad de la NQO1 (Fig. 23a). También se determinó 
la actividad de esta enzima en las células preincubadas con SFN (0-5 µM) por 24 h y con 
posterior incubación con CIS por 24 h. Se observó que el CIS disminuyó la actividad de la 
NQO1, efecto que se previno cuando las células se preincubaron con SFN por 24 h (Fig. 
23b). Además se observó que cuando las células se preincubaron SFN y con DIC (inhibidor 
de NQO1) el efecto de prevención causado por el primero se anuló, lo que sugiere que la 
enzima NQO1 participa en la protección conferida por el SFN contra el daño por CIS.  
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Figura 23. Efecto del SFN en la actividad enzimática de NQO1. Las células se incubaron por 
24 h con diferentes concentraciones de SFN (panel a). El SFN previno la disminución en la 

actividad de NQO1. Las células LLCPK1 se preincubaron por 24 h con SFN (0-5 µM), 
después se incubaron con CIS por 24 h o bien se preincubaron por 24 h con DIC y SFN con 

posterior incubación con CIS (panel b). Los datos se obtuvieron de 3 experimentos 
independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. CT; #p<0.01 vs. CIS, +p<0.001 vs. 

CIS+SFN 5 µM. 

8.3.2.  Actividad de GCL 
La actividad de esta enzima se determinó en células que fueron incubadas con diferentes 
concentraciones de SFN (0-5 µM) por 24 h. Se observó que el SFN causó un aumento, de 
manera dependiente de la concentración, en la actividad de la GCL (Fig. 24a). También se 
determinó la actividad de esta enzima en las células preincubadas con SFN (0-5 µM) por 24 
h y con posterior incubación con CIS por 24 h. Se observó que el CIS disminuyó la actividad 
de la GCL, efecto que se previno cuando las células se preincubaron con SFN por 24 h (Fig. 
24b). Además se observó que cuando las células se preincubaron con BSO (un inhibidor 
irreversible de GCL) junto con SFN, el efecto de prevención por este último se anuló, lo que 
sugiere que la enzima GCL participa en la protección del SFN contra el daño por CIS. 
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Figura 24. Efecto del SFN en la actividad enzimática de GCL. Las células LLCPK1 se 

incubaron por 24 h a diferentes concentraciones de SFN (panel a). El SFN previno la 
disminución en la actividad de GCL causada por el CIS. Las células se preincubaron por 24 h 

con SFN (0-5 µM), después se incubaron con CIS por 24 h o bien por 24 h con BSO y SFN 
con posterior incubación con CIS (panel b). Los datos se obtuvieron de 3 experimentos 

independientes. *p<0.001 vs. CT, #p<0.05 vs. CIS, +p<0.001 vs. CIS+SFN 5 µM. 

8.4.  Participación de las enzimas citoprotectoras en el efecto del SFN 
Para determinar si en el efecto protector del SFN contra el daño por CIS algunas enzimas 
citoprotectoras están involucradas se realizaron tratamientos con dicumarol (DIC; 0-200 
µM) (inhibidor de NQO1) y la butionina sulfoximina (BSO; 0-200 µM) (inhibidor de GCL). El 
papel de estas enzimas en la protección conferida por el SFN se determinó evaluando la 
viabilidad celular (Fig. 25). 
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Figura 25. Anulación de la citoprotección del SFN ante la citotoxicidad del CIS por la 
inhibición de NQO1 y de GCL. Panel a) Las células LLCPK1 se incubaron por 24 h con 

diferentes concentraciones (0-200 µM) de los inhibidores DIC y BSO. ***p<0.001 vs. DIC 0 
µM; ##p<0.001 vs. BSO 0 µM. Panel b) Las células se pre-incubaron por 1 h con los 

inhibidores, luego con SFN (5 µM) por 24 h y finalmente con CIS (40 µM) por 24 h más. Los 
datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes. **p<0.001 vs. CT, #p<0.01, 

##p<0.001 vs. CIS, +p<0.001 vs. CIS+SFN 5 µM. 
 
Debido a estos resultados de viabilidad se evaluó si las enzimas NQO1 y GCL participan en 
la disminución en la producción de ERO debida al SFN. En la Figura 26 se muestran 
microfotografías representativas de células expuestas a SFN por 24 h y a CIS por 2 h en las 
que se observa que la producción de O2  (fluorescencia roja) y de ERO (fluorescencia 
verde) inducidas por CIS disminuyeron en las células tratadas con SFN 5 µM, efecto que no 
se observó cuando las enzimas mencionadas fueron inhibidas.  
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Figura 26. Producción de O2  y de ERO. Las células se preincubaron con SFN (0-5 µM) por 

24 h y luego se expusieron a CIS 40 µM por 2 h. Se realizó una incubación con SFN en 
presencia de DIC o de BSO por 24 h para inhibir a la NQO1 y a la GCL y luego con CIS por 2 

h. 
 
La Figura 27 muestra la cuantificación de la producción de O2  (panel a) y de ERO (panel 
b) y se observa que los niveles del primero aumentaron 3.3 veces y los de los segundos se 
incrementaron 6.2 veces en las células tratadas con CIS. La preincubación de las células con 
SFN 5 µM por 24 h antes de la exposición a CIS atenuó el incremento de O2  y de ERO. El 
pretratamiento con SFN y con los inhibidores DIC y BSO anuló el efecto antioxidante del 
SFN. En el caso del O2  el aumento fue de 2.88 ± 0.44 y 2.99 ± 0.40 veces y el aumento de 
ERO fue de 4.32 ± 0.07 y 4.90 ± 0.33 veces para DIC y BSO respectivamente (p<0.05 vs. CT), 
lo que indica que ambas enzimas están implicadas en la supresión de la oxidación de DHEt 
y de carboxi-H2DCFDA causada por el SFN, ya que la inhibición de NQO1 y GCL permitió la 
oxidación de ambas sondas debido a las especies reactivas generadas por el CIS. 
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Figura 27. Producción de O2  (panel a) y de ERO (panel b). Se realizó una incubación con 
SFN (0-5 µM) por 24 h seguida de la exposición a CIS 40 µM por 2 h así como una 

incubación de SFN con DIC o BSO por 24 h seguida de la exposición a CIS 40 µM por 2 h. Los 
datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes. *p<0.01, **p<0.001 vs. CT, 

#p<0.001 vs. CIS, +p<0.001 vs. CIS+SFN 5 µM. 

8.5.  Efecto del SFN sobre la alteración del MMP inducida por CIS  

En la Figura 28 se observa que las células control presentan una fluorescencia roja-naranja 
en la mitocondria, sin embargo cuando las células fueron expuestas a CIS 40 µM por 5 h, 
esta fluorescencia cambió a verde y se localizó en el citoplasma indicando una 
redistribución de la sonda JC-1 debida a la pérdida del potencial en la membrana 
mitocondrial. El pretratamiento de las células con diferentes concentraciones de SFN (0-5 
µM) previno la pérdida del potencial, hecho reflejado por la presencia de agregados de JC-1 
dentro de la mitocondria.  
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Figura 28. El SFN previene la despolarización de la membrana mitocondrial inducida por 

CIS. Las células se preincubaron con SFN (0-5 µM) por 24 h y luego se expusieron a CIS 40 
µM por 2 h. También se realizó una preincubación con SFN y con DIC o BSO por 24 h y una 

incubación posterior con CIS 40 µM por 2 h.  
 
La Figura 29 muestra la cuantificación de la fluorescencia emitida tanto por el monómero 
como por el agregado de JC-1, y se observa que el tratamiento con CIS causó la pérdida del 
potencial de membrana, la cual se previno con el pretratamiento con SFN de manera 
dependiente de la concentración. De manera similar a los resultados de producción de ERO 
y de O2 , la inhibición de NQO1 y GCL anuló el efecto protector del SFN sobre el potencial 
de membrana. Estos resultados sugieren también la participación de estas enzimas en la 
protección por SFN evitando la desaparición del potencial de membrana mitocondrial.   
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Figura 29. Cuantificación del ensayo fluorométrico del potencial de membrana. 

Preincubación con SFN (0-5 µM) por 24 h seguida de la exposición a 40 µM de CIS por 2 h o 
bien preincubación de SFN mas inhibidor (DIC ó BSO) por 24 h seguida de la exposición a 

CIS 40 µM por 2 h. Los datos se obtuvieron de 3 a 6 experimentos independientes. 
*p<0.001 vs. CT, #p<0.01, ##p<0.001 vs. CIS, +p<0.05, ++p<0.01 vs. CIS+SFN 5 µM. 

 

8.6.  Efecto de la preincubación y coincubación con SFN sobre la muerte celular 

En la Figura 30 se muestran los resultados de viabilidad celular cuando las células fueron 
preincubadas y coincubadas con SFN (0-5 µM). Se observó que la preincubación (Fig. 30a) 
y coincubación (Fig. 30b) con SFN previeron la muerte celular inducida por CIS. Sin 
embargo el SFN no presentó un efecto protector cuando las células fueron incubadas con 
SFN 2 h después del tratamiento con CIS (Fig. 30c), además se observó que el 
postratamiento con SFN exacerbó la muerte celular.  
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Figura 30. El SFN previene la muerte celular inducida por CIS. Las células LLCPK1 se 

preincubaron con SFN por 24 h y después se incubaron con CIS 40 μM y SFN por 24 h más 
(panel a). Las células LLCPK1 se incubaron con CIS 40 μM y con SFN por 24 h (panel b). Las 
células LLCPK1 se incubaron con CIS 40 μM por 2 h y después se les adicionó SFN por 24 h 
más (panel c). La viabilidad se determinó por el método de MTT. Los datos se obtuvieron 

de 3 experimentos independientes. *p<0.001 vs. CT; #p<0.01, ##p<0.001 vs. CIS. 
 
Además se midió la actividad de las enzimas NQO1 y GCL bajo el esquema de co-
tratamiento de SFN con CIS. 
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Figura 31. La coincubación con SFN previene la disminución en la actividad de NQO1 (panel 

a) y de GCL (panel b) inducida por CIS. Las células se coincubaron por 24 h con SFN y CIS. 
Los datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.5 vs. CT, 

#p<0.05 vs. CIS. 
 
 
 
De acuerdo a los datos de viabilidad celular bajo el esquema de coincubación de SFN 5 µM 
con CIS 40 µM, en los que se observó que las células son resistentes a la toxicidad del CIS, se 
decidió evaluar la capacidad atrapadora del SFN para determinar si parte de esta 
protección fue debida a una acción antioxidante o capacidad atrapadora hacia alguna ERO.  

8.7.  Capacidad antioxidante in vitro del SFN 

En todas las concentraciones estudiadas (0-100 M), el SFN no mostró capacidad 
atrapadora hacia RO2

● y H2O2. A la concentración de 0.25 µM este compuesto mostró 
capacidad atrapadora hacia ONOO  (1.8±0.3%) pero no así hacia 1O2, O2

●  y OH● (0% de 
actividad atrapadora). La capacidad atrapadora hacia ONOO , O2

● , 1O2 y OH● mostró una 
respuesta dependiente de la concentración. Sin embargo en ninguna concentración 
estudiada fue capaz de atrapar el 50% de las ERO por lo que no se pudo calcular el valor de 
IC50, es decir, la concentración a la cual un compuesto atrapa o inactiva el 50% de una ERO 
o de una ERN. La capacidad atrapadora más alta que presentó el SFN fue para O2

●  a una 
concentración de 100 µM (33.7%). Los compuestos atrapadores de referencia presentaron 
los siguientes IC50 (en µM): ácido úrico (para ONOO ) 10.7±1.1, penicilamina (para ONOO ) 
26.6±0.3, NDGA (para O2

● ) 17.3±2.9, NDGA (para RO2
●) 0.025±0.013, histidina (para 1O2) 

17.6±2.3, piruvato (para H2O2) 43.2±1.3, DMTU (para OH●) 408±1.2 y ácido ascórbico (para 
HOCl) 25.11±3.25. Los resultados anteriores se obtuvieron de tres experimentos 
independientes. 
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En la Tabla 6 se presenta el resumen de los resultados obtenidos de los diferentes métodos 
de capacidad atrapadora del SFN. 
 
Tabla 6. Capacidad atrapadora de ERO o ERN del SFN (%). 
 

SFN (µM) ONOO– O2
●– 1O2 ROO● H2O2 OH● HOCl 

0.25 1.8±0.3 ND ND ND ND ND ND 
0.5 2.1±0.9 ND ND ND ND ND ND 
1 2.8±0.6 1.3±0.02 ND ND ND 0.8±0.01 ND 
5 3.3±1.8 2.8±0.2 ND ND ND 1.2±0.2 1.2±0.9 

10 11.5±3.5 23.2±2.8 1.9±0.7 ND ND 4.8±1.2 5.6±1.1 
50 14.6±1.5 28.6±4.0 5.4±2.1 ND ND 10.3±2.5 10.8±1.6 

100 24.0±2.6 33.7±3.4 13.7±1.4 ND ND 22.9±1.6 25.74±3.3 
            
        ND= 0% de atrapamiento. 
 

9. DISCUSIÓN 

Por más de una década se ha informado que el estrés oxidante es un factor importante que 
contribuye en la nefrotoxicidad inducida por CIS pues se ha reportado que hay un 
incremento de varias ERO en diversos modelos de estudio tanto in vivo e in vitro, en 
cultivos de células renales tubulares, en cortes de riñón y en animales enteros (Pabla y 
Dong, 2008). Se han propuesto varios mecanismos por los cuales el CIS induce dicho estrés 
y uno de ellos, tal vez el más aceptado, es que este agente antineoplásico ocasiona una 
disfunción mitocondrial al interrumpir el flujo de electrones en la cadena respiratoria 
causando con ello un incremento en la producción de ERO (Kruidering et al., 1997) puesto 
que la mitocondria es la principal fuente de ERO en organismos aerobios (Jezek y Hlavatá, 
2005). Se ha informado que en células epiteliales de túbulo proximal aisladas de cerdo, el 
tratamiento con CIS de 50 a 500 µM por 20 min, redujo entre un 15 y 55% la respiración 
mitocondrial en los complejos I a IV y causó un incremento dependiente de la 
concentración y del tiempo en la producción de ERO (Kruidering et al., 1997). Así mismo se 
ha reportado en ratas que la administración de CIS (10 mg/kg i.p.) disminuye los niveles de 
ATP, disipa el potencial de membrana, aumenta la captación de O2 en el estado 3 de la 
mitocondria e impide la entrada de calcio en este organelo (Rodrigues et al., 2010), lo que 
son indicativos de que el CIS inhibe la cadena respiratoria e incrementa la producción de 
ERO. Con estos antecedentes se decidió evaluar en células LLCPK1 la producción de ERO 
inducida por CIS y observar si la preincubación con SFN, un compuesto que activa la 
expresión de enzimas citoprotectoras, tiene algún efecto sobre esta condición.  
En la Figura 19 se muestra claramente como el CIS (40 µM) indujo un aumento significativo 
en la producción de ERO después de 1 h (3.4 ± 0.63 veces; p<0.001 vs. 0 h), alcanzando un 
máximo valor a las 2 h (5.86 ± 0.23 veces; p<0.001 vs. 0 h) que se redujo gradualmente 
hasta que a las 5 h (2.13 ± 0.08 veces, p>0.05) fue estadísticamente similar a las células 
control. Este aumento en la producción de ERO concuerda con estudios previos en diversos 
sistemas tanto in vivo como in vitro en los que se observó que el tratamiento con CIS a 
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diferentes concentraciones y tiempos de exposición indujo la producción de ERO, 
principalmente de OH , H2O2 y O2•- (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009). 
En las Figuras 20 y 21 se presentan los resultados de la producción de ERO por CIS y el 
efecto que el SFN tiene sobre esta condición y se observa que el SFN fue capaz de disminuir 
la producción de ERO ocasionada por el CIS, lo cual es un indicativo de que la protección 
del SFN en la toxicidad inducida por este agente antineoplásico está relacionada por la 
inducción de enzimas antioxidantes las cuales contrarrestan la producción de ERO puesto 
que este compuesto no mostró actividad atrapadora sobre ERO ó ERN (Tabla 6). 
Otro mecanismo por el cual el CIS produce estrés oxidante es que reacciona rápidamente 
con moléculas que contienen grupos tioles (como el GSH) causando así una disminución en 
su concentración (Arany y Safirstein, 2003; Pérez-Rojas et al., 2009; Guerrero-Beltrán et al., 
2010). El GSH es el principal antioxidante endógeno de la célula y su contenido intracelular 
es aproximadamente de 1-8 mM (Griffith, 1999), además es un antioxidante muy 
importante en la mitocondria puesto que en las células de los túbulos renales proximales 
de un 15 a 30% del glutatión total se encuentra en las mitocondrias (Schnellmann, 1991). 
En el presente estudio se determinó la concentración de GSH después de que las células 
LLCPK1 fueron expuestas a CIS (con o sin preincubación de SFN), y se encontró que el CIS 
disminuyó la concentración de GSH, efecto que fue prevenido cuando las células se 
preincubaron con SFN y que mostró ser dependiente de la concentración de SFN (Fig. 22b). 
Saad y colaboradores (2002) y Kim y colaboradores (2006) encontraron que el CIS 
disminuyó la concentración de GSH de manera paralela al estrés oxidante y se ha reportado 
además la formación de complejos CIS-GSH, los cuales están implicados en la 
nefrotoxicidad inducida por CIS (Hanigan et al., 2001; Townsend et al., 2003; Wainford et 
al., 2008). La disminución de GSH debida al CIS observada en los resultados de este trabajo 
es consistente con estos reportes previos, sin embargo, el SFN no impidió la disminución de 
GSH causada por el CIS puesto que la preincubación con SFN (Fig. 22a) aumentó los niveles 
de esta molécula antioxidante pero la incubación posterior con CIS redujo el contenido de 
GSH. 
La formación de ERO por el CIS se debe en parte a la disminución en la actividad de 
enzimas antioxidantes como SOD, GPx y GR. En nuestro modelo experimental inducido por 
CIS se observó una disminución significativa en la actividad de las enzimas NQO1 y GCL, 
mientras que la preincubación con SFN causó un aumento en la actividad de estas dos 
enzimas con respecto a las células sin preincubación de SFN. El CIS puede unirse a las 
proteínas en los residuos de las cisteínas y metioninas (Cullen et al., 2007), lo cual puede 
explicar en parte la disminución en la actividad de NQO1 y GCL, ya que en el sitio catalítico 
de la enzima GCL existen residuos de cisteínas conservadas e importantes para su catálisis 
(Griffith y Mulcahy, 1999). Se sabe que el SFN es capaz de inducir la transcripción de 
enzimas citoprotectoras (Hu et al., 2004; Tarozzi et al., 2009; Lii et al., 2010; Yeh et al., 
2009) como la NQO1 (una flavoproteína que previene el ciclo redox de las quinonas, 
disminuye el nivel de las quinonas electrofílicas y mantiene a la coenzima Q en su forma 
reducida) y la GCL (una enzima que cataliza la unión de la cisteína con el ácido glutámico, 
que es la primera reacción y el paso limitante en la síntesis de novo del GSH) (Franklin et 
al., 2009). En nuestro modelo de estudio se demostró la importancia de las enzimas 
antioxidantes NQO1 y GCL puesto que la muerte celular no se previno cuando las células 
fueron incubadas con SFN y con los inhibidores de esas enzimas (DIC y BSO, 
respectivamente). El DIC es un inhibidor irreversible de la enzima NQO1 que compite con 
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el NADPH en el sitio de unión (Asher et al., 2006) y la BSO es un inhibidor irreversible de la 
GCL. Esto indica que el mecanismo por el cual el SFN protege a las células LLCPK1 del daño 
inducido por CIS se relaciona con la disminución del estrés oxidante al inducir la actividad 
de enzimas antioxidantes como NQO1 y GCL. Cabe mencionar que otra propiedad 
antioxidante que posee la NQO1 es que tiene capacidad atrapadora hacia O2•- aunque con 
menos eficiencia que la SOD, lo que le confiere a los tejidos que posean por una expresión 
baja de SOD una protección adicional como en algunas células cardiovasculares (Dinkova-
Kostova y Talalay, 2010), lo que podría explicar en parte la disminución de la producción 
de ERO y de estrés oxidante en nuestro modelo experimental.  
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Figura 32. Mecanismo propuesto por el cual el SFN disminuye la citotoxicidad del CIS en las 

células LLCPK1. El SFN favorece la disociación del el complejo Keap1-Nrf2 y Nrf2 se 
traslada al núcleo para unirse a la secuencia ARE y activar la transcripción de genes 

citoprotectores que codifican para proteínas de respuesta al estrés como NQO1 y GCL. El 
aumento en la actividad de la enzima GCL permite la síntesis de novo de GSH (panel a). El 

CIS induce muerte celular por varios mecanismos mediante su unión al ADN, daño 
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mitocondrial por la inhibición de los complejos mitocondriales con posterior producción de 
ERO, así como la unión del CIS a los grupos tioles del GSH y de algunas proteínas (panel b). 

 
Los datos obtenidos demuestran que el efecto protector del SFN sobre el daño celular 
inducido por CIS está asociado a la disminución de la actividad de las enzimas 
citoprotectoras NQO1 y GCL, así como a la disminución de los niveles de GSH. Como se ha 
mencionado anteriormente, este efecto del SFN está asociado al incremento en la expresión 
de enzimas inducido por la traslación del factor transcripcional Nrf2 al núcleo en esta línea 
celular (Guerrero-Beltrán et al., 2010, Fig. 6) mecanismo ejemplificado por el aumento en 
las actividades de las enzimas NQO1 y GCL. La inducción de ambas enzimas está asociada a 
las disminución en la producción de ERO (Figs. 26 y 27) y en la muerte celular (Fig. 25) 
causadas por la exposición a CIS. Estos resultados son consistentes con datos obtenidos 
previamente en un estudio in vivo con ratas, en donde el efecto protector del SFN se asoció 
con la prevención del estrés oxidante renal medido como lipoperoxidación, proteínas 
carboniladas, excreción urinaria de H2O2, GSH y actividad enzimática de GST, CAT y GPx 
(Guerrero-Beltrán et al., 2010).  
El incremento en la actividad de GCL está asociado al incremento en los niveles de GSH ya 
que la inhibición de esta enzima disminuyó el contenido de GSH en las células tratadas con 
SFN y CIS, y también en las tratadas solo con SFN, lo que indica que ambos, tanto la enzima 
GCL como el GSH, son importantes para una respuesta de protección. También con la 
inhibición de GCL se observó la anulación del efecto protector del SFN ya que no hubo 
disminución en la producción de ERO ni aumento en los niveles de GSH. El mismo efecto se 
observó al incubar las células con el inhibidor de la enzima NQO1, ya que la inhibición de 
esta proteína también disminuyó el efecto protector del SFN, lo que indica la importancia 
de ambas enzimas en la protección contra la muerte celular inducida por cisplatino. 
Como se mencionó al inicio de la discusión, se ha reportado que el CIS causa disfunción 
mitocondrial (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009; Rodrigues et al., 2010) y por lo tanto una 
mayor producción de ERO, por ello uno de los objetivos fue determinar si el SFN evita el 
establecimiento de estas 2 condiciones y se encontró que el SFN disminuyó ambos 
parámetros debidos a la exposición por CIS. Además la protección observada con SFN se 
previno cuando las células fueron incubadas con los inhibidores DIC y BSO, lo que sugiere 
que las enzimas NQO1 y GCL participaron en la prevención de estas alteraciones. También 
ambas enzimas participan en la prevención de la muerte celular cuando las células fueron 
coincubadas al mismo tiempo con SFN y CIS.  
El efecto protector del SFN se debió a la inducción de enzimas antioxidantes, ya que al 
incubar las células con SFN y CIS al mismo tiempo ó en la incubación con SFN después del 
tratamiento con CIS, el SFN no tuvo un efecto protector y al hecho de que el SFN no es un 
compuesto con capacidad antioxidante directa, ya que en concentraciones micromolares no 
fue capaz de “atrapar” diversas ERO, aunque hay datos que indican que puede atrapar 
algunas ERO como O2  y OH  pero a concentraciones molares (Yuan et al., 2010).    
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10. CONCLUSIÓN 

El SFN disminuyó el estrés oxidante generado por la exposición a CIS. Dicho efecto está 
mediado en parte por la actividad de las enzimas NQO1 y GCL, así como una disminución 
en el daño mitocondrial y una prevención en la disminución de GSH. Lo que indica que el 
SFN, al activar la vía Keap1/Nrf2/ARE y disminuir el estrés oxidante, es un buen 
candidato para el tratamiento de la nefrotoxicidad inducida por CIS. 

11.  PERSPECTIVAS 

 Determinar la actividad de enzimas citoprotectoras implicadas en la disminución 

del estrés oxidante como HO-1 y enzimas relacionadas con el metabolismo del 

glutatión. 

 Determinar el efecto protector del SFN en presencia de algunos inhibidores de 

enzimas citoprotectoras como HO-1. 

 Determinar los niveles de proteína de enzimas antioxidantes.  

 Determinar si el efecto protector del SFN no interviene con la función antineoplásica 

del CIS. 
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