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RESUMEN

Antecedentes: El principal efecto colateral del antibiético gentamicina (GM) es la
nefrotoxicidad. La insuficiencia renal aguda (IRA) inducida por GM ha alcanzado una
incidencia de hasta un 25% de casos clinicos, limitando en gran medida su uso y
eficacia. La IRA inducida por GM es mediada por la induccién de muerte apoptética y
necrosis del epitelio de tubulos proximales, que pueden iniciarse por fosfolipidosis
lisosomal, estrés reticular y, principalmente, dafio mitocondrial, con un concomitante
aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno y desarrollo de estrés
oxidante. El sulforafano (SFN) es un antioxidante indirecto, es decir, induce la
transcripcion de enzimas de la respuesta celular antioxidante y otras enzimas de fase Il.
Se ha descrito la capacidad citoprotectora del SFN en una amplia variedad de
condiciones patoldgicas y, ultimamente, se le han descrito actividades que implican

proteccion mitocondrial.

Hipotesis: Dadas las cualidades descritas para el SFN, se anticipa que este compuesto

disminuira la muerte celular tubular, el dafio renal y la IRA, inducidos por GM.

Objetivo: Evaluar el efecto del antioxidante indirecto SFN en la muerte celular tubular,

el estrés oxidante, el dafio y la disfuncion renal, inducidos por GM.

Materiales y métodos: Se evalud la viabilidad en células LLC-PK1 tratadas
inicialmente con SFN en concentraciones de 1-10 yM por 24 horas y luego co-
incubadas con GM 8.0 mM y SFN por 72 horas. La viabilidad celular se determiné por el
método de reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Con ratas macho de la cepa Wistar, se corrid una serie experimental de 4 grupos (CT:
control; SFN: sulforafano; GM: gentamicina; SFN+GM: sulforafano + gentamicina; n=8-
12) a los que se les administr6 GM (70 mg/Kg/12 h subcutanea) y/o SFN (1 mg/Kg/dia
intraperitoneal) por cuatro dias. Se obtuvo orina, sangre y rifiones para determinar
marcadores de dafio y funcion renal, histopatologia, muerte apoptoética, estrés

oxidante/nitrante, regeneracion tubular y actividad de enzimas antioxidantes.
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Resultados, discusion y conclusiones: El tratamiento de 72 horas con GM en la linea
LLC-PK1 redujo la viabilidad celular hasta un 60.4%. Se observé citoproteccion en las
células tratadas con SFN hasta en un 92.8% a la concentracion de 5.0 uM. Un aumento
observado en la reduccion de MTT en células tratadas so6lo con SFN plantea la cuestion
de si el SFN induce proliferacion celular, o un aumento en la biogénesis y funcion
mitocondrial. En el estudio in vivo, el SFN claramente atenud las siguientes alteraciones
inducidas por la GM: disfuncién renal, dafio en tubulos de la corteza renal, apoptosis
tubular, estrés nitrante y disminucion en la actividad cortical renal de las enzimas
antioxidantes catalasa y glutation peroxidasa. La mayor inmunotincion contra el
marcador de proliferacion PCNA evidencid una tasa de regeneracion tubular mayor en
el grupo SFN+GM con respecto al grupo GM. La reduccidon en la muerte celular
apoptotica inducida por GM en los tubulos proximales podria sugerir una preservacion
de la integridad mitocondrial. Es posible que la citoproteccion observada esté soportada
total o parcialmente en eventos de proliferacion de células tubulares y/o de biogénesis

mitocondrial. Sin embargo, estos aspectos deben ser estudiados con mas detalle.

Perspectivas: Determinar en cultivos celulares, la generacion mitocondrial del anion
superoxido y la de éxido nitrico mediada por la 6xido nitrico sintasa inducible y el factor
NF-kB, y asi evaluar la participacion de estos eventos en la prevencion de la muerte
celular. Verificar que la prevencion en la apoptosis se da de manera dependiente de la
mitocondria, estudiando la expresion de las caspasas 3 y 9, entre otros marcadores.
Evaluar si el SFN induce biogénesis mitocondrial a través del factor 2 relacionado con el
factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) y si esta se encuentra involucrada en la prevencion de la
muerte tubular inducida por GM. Paralelo a los estudios de biogénesis mitocondrial, se
deben llevar a cabo estudios de proliferacion celular inducida por SFN en cultivos. De
observarse un aumento en la proliferacion celular, seria interesante iniciar un estudio

sobre los mecanismos y rutas implicadas en este efecto.
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1. ANTECEDENTES
1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO), ESTRES OXIDANTE,
DISFUNCION MITOCONDRIAL Y MUERTE CELULAR

El oxigeno, esencial para la produccion eficiente de energia en organismos aerobios,
puede llegar a producir un estado de estrés toxico cronico para las células (Limon-
Pacheco y Gonsebatt, 2009). El término especies reactivas de oxigeno (ERO) se refiere
a radicales libres derivados del dioxigeno (O)), tales como los radicales anion
superéxido (O27), hidroxilo (HO"), peroxilo (RO’ y alcoxilo (RO"), asi como a algunas
especies no radicales como el peréxido de hidrogeno (H.0,). Las ERO, asi como las
especies reactivas de nitrégeno (ERN) son productos del metabolismo celular normal.
Concentraciones moderadamente bajas de ERO pueden ejercer efectos benéficos
involucrados en papeles fisiologicos celulares tan importantes como la defensa contra
agentes infecciosos y en la funcion de un nimero de sistemas de sefalizacion celular,
por ejemplo, la induccién de la respuesta mitogénica (Circu y Aw, 2010; Valko et al.,
2007). Sin embargo, por su alta reactividad quimica, las ERO producen perturbaciones
tales como la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de ADN y proteinas, que son
minimizadas por los sistemas antioxidantes propios de la célula. Cuando la generacion
de ERO se incrementa en una extension tal que supera a estos sistemas antioxidantes,

se produce lo que llamamos estrés oxidante (Matés, 2000).

Las mitocondrias son la mayor fuente celular de ERO. Entre un 1% y 2% del oxigeno
total consumido por la mitocondria, diverge hacia la formacion de ERO, principalmente,
en los complejos | y lll de la cadena respiratoria de transporte de electrones. Se han
identificado alrededor de 10 sistemas generadores potenciales de ERO en la
mitocondria, entre los que destacan: complejos enzimaticos del ciclo de Krebs como la
a-cetoglutarato deshidrogenasa, el complejo de la piruvato deshidrogenasa, la enzima
del espacio intermembranal p66°"™, la enzima de la membrana externa mitocondrial
monoamina oxidasa, el potencial de membrana mitocondrial alterado y el pH de la
matriz (Circu y Aw, 2010).

Las mitocondrias no son sélo la mayor fuente de generacion de ERO en las células

aerdbicas, también son un objetivo sensible de los efectos dafiinos de estas (Orrenius,
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2007). En condiciones normales, las pequefias cantidades de O,” y H,O, que se
generan en la mitocondria son metabolizadas por las enzimas superoxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT), respectivamente, para asi mantener la homeostasis redox
mitocondrial (Figura 1). Sin embargo, un incremento en la generacion de ERO puede
ser promovido directa o indirectamente por la exposicibn a una variedad de toxicos
exogenos (Timbrell, 2009; Ma, 2010).

« - Superdxido 2H’
ED;:! t 2 — EDE = Hﬂg + G?

Dismutasa ~ )
/f’

H.0, + Fe?t——sFg®" + OH™ + OH
Reaccidn de Fenton \ Dafio en tejido v
peroxidacian lipidica
o Fait '/
0, + H.)0, + DH + CH

= Oy

Reaccion de Haber-Weiss

H.0: 2 GSH

Catalasa

GSH peroxidasa H:0; =0 + HO

5H.0 G556

Figura 1. Generacion de algunas ERO y su neutralizacion por enzimas antioxidantes
(Timbrell, 2009).

El ADN mitocondrial, que codifica polipéptidos, ARN de transferencia y ARN ribosomal,
esenciales para el transporte de electrones y la generacion de ATP via fosforilacion
oxidante, representa un blanco critico de las ERO mitocondriales. El dafio oxidante
generado, a su vez puede conducir a la célula a un dafio celular letal mediante

disfuncion respiratoria y pérdidas en la generacion de ATP (Orrenius, 2007).

Las proteinas ferrosulfuradas como la aconitasa, son muy sensibles a la oxidacion
directa e inactivacién por parte del anion O,". Esta inactivacion libera Fe?* y H,O, en el
proceso, que participan en las reacciones de Haber-Weiss y de Fenton para la

generacion del HO® (Figura 1). Este ultimo puede oxidar proteinas, ADN vy lipidos
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mitocondriales, amplificando asi el dafio oxidante iniciado por el O,". La formacién de
ERO y la estimulacion de la peroxidacion lipidica en la mitocondria pueden conducir a la
supresion del metabolismo mitocondrial (Orrenius, 2007). En la peroxidacion lipidica, la
cascada de reacciones oxidantes que se desata por la formacion de mas radicales
libres lipidicos, eventualmente conduce a la destruccion del lipido y, posiblemente, de la
estructura en la que esta localizado. Los efectos resultantes son diversos, siendo
claramente la integridad estructural de las membranas la inicialmente afectada. Por la
accion de los radicales libres lipidicos propagados, los sitios de insaturacion de lipidos
vecinos cambian y la fluidez de la membrana se altera, asi como la funcién de proteinas
membranales. Debido a esto, la permeabilidad de la membrana se incrementa
(Timbrell, 2009).

Las ERO pueden inducir la transicion de permeabilidad mitocondrial (TPM), que ocurre
cuando la membrana mitocondrial interna, impermeable normalmente incluso a
protones, se hace permeable para compuestos de hasta 1.5 KDa. Esta
permeabilizacibn mitocondrial causa la liberacibn de elementos mitocondriales
esenciales para un mejor proceso de transferencia de electrones entre complejos
respiratorios y, por tanto, para el apropiado acoplamiento entre la oxidaciéon y la
fosforilacibn que da lugar a la generaciéon de ATP. Uno de estos elementos es el
citocromo ¢ (Zorov, 2010). EI mecanismo TPM juega un papel clave en ciertos tipos de
muerte celular; puede conducir a necrosis debido a una disminucién en el contenido de
ATP, o puede conducir a apoptosis dependiente de caspasas cuando la induccion de
TPM se da en una subpoblacién de mitocondrias y todavia hay algunas capaces de

mantener su potencial de membrana y producir ATP (Orrenius, 2007).

La necrosis es una forma de muerte celular caracterizada por una pérdida progresiva de
la integridad de la membrana plasmatica y un rapido influjo de Na*, Ca®" y agua, que
resulta en hinchazén citoplasmica y picnosis nuclear. Esta tltima caracteristica conduce
a la fragmentacion celular, y liberacion de los contenidos lisosomal y granular a los
alrededores extracelulares, con la subsecuente inflamacion del tejido (Padanilam,
2003). La apoptosis es mediada por rutas bioquimicas determinadas genéticamente y

caracterizada morfolégicamente por encogimiento de la célula, ampollamiento de la
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membrana celular, condensaciéon de la cromatina y fraccionamiento del nucleo. En las
etapas finales, la célula se desintegra en multiples “cuerpos apoptéticos”, que son
fragmentos de cromatina rodeados por un poco de citoplasma residual y membrana
plasmatica integra. Posteriormente, células y cuerpos apoptoticos se fagocitan y se
destruyen por células vecinas sin que haya inflamacion o dafio de los tejidos
circundantes (Bonegio y Lieberthal, 2002). La apoptosis y la necrosis a menudo ocurren
simultdneamente en una amplia variedad de condiciones patologicas, asi como en
cultivos celulares expuestos a activadores fisiologicos, trauma fisico, o toxinas y

quimicos (Padanilam, 2003).

1.2. MECANISMOS CELULARES DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son sustancias que directa o indirectamente protegen las células
contra los efectos adversos de xenobidticos, farmacos, carcinGgenos y reacciones de
radicales toxicos (Matés, 2000). Los mecanismos antioxidantes de los organismos
aerobios incluyen: (i) la remocion catalitica de radicales libres y especies reactivas por
factores tales como CAT, SOD, peroxidasa y antioxidantes tiol-especificos; (ii) el
enlazamiento de proteinas (por ejemplo, transferrina, metalotioneina, haptoglobinas,
ceruloplasmina) a iones metalicos pro-oxidantes, tales como Fe®*, Fe¥* y Cu®; (iii)
proteccidon contra dafio macromolecular por proteinas como las del estrés o shock
caldrico; y (iv) la reduccion de radicales libres por donadores de electrones, tales como
glutatiéon reducido (GSH), vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (&cido ascorbico),

bilirrubina y acido arico (Limén-Pacheco y Gonsebatt, 2009).

1.2.1. Regulacién de la expresion génica de enzimas antioxidantes

Los genes codificantes de varias enzimas destoxificantes son expresados de manera
ubicua y se inducen coordinadamente en respuesta a antioxidantes y xenobidticos
(Matés, 2000). Las ERO originadas por sefiales ambientales o por la actividad
metabdlica se modulan por antioxidantes a niveles no téxicos, convirtiéndose en
moléculas de sefializacion (Figura 2). Las ERO pueden activar la transcripcion génica

de enzimas destoxificantes via factores de transcripcion tales como el factor nuclear
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kappa B (NF-kB), la proteina activadora-1 (AP-1) y las proteinas de union al elemento
de respuesta antioxidante (ARE); o via activacion de cascadas de proteinas cinasas

activadas por mitégenos (MAPK).

| Maodulacion por antioxidantes

Ambiente j Metabolismo

gy

Factores de transcripcion

(OxyR. NF-xB, AP-1, ARE-BP, isF1) | | Casecades de cinasas |

[ Factores de Transcripcion

Kv'm;:».N.‘SL"R||'(1'|Lf}|\1

Figura 2. Principales rutas de sefializacion activadas por ERO (Scandalios, 2005).

Los genes que contienen ARE incluyen los de las enzimas de fase Il y otros
codificantes de enzimas antioxidantes (Limén-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Las
enzimas de fase | se relacionan con la bioactivacion de metabolitos carcinogénicos
mediante oxidacién, reduccién o hidrolisis, mientras que las de fase Il son relativas a la
destoxificacion carcinogénica y defensa ante estrés oxidante. Para estas ultimas, en
varios estudios se demostraron sus importantes efectos protectores a través de la
neutralizacion de ERO y el metabolismo de xenobioticos (Cheung y Kong, 2009; Riedl
et al., 2009). Se ha informado que factores nucleares de transcripcion tales como c-Jun,
Jun-B, Jun-D, c-Fos, Fral, Nrfl, Nrf2, YABP, ARE-BP1, el receptor Ah y el receptor de

estrdgenos, se unen a los ARE de varios genes (Matés, 2000).
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Los antioxidantes indirectos de bajo peso molecular, que pueden tener actividad redox
0 no, inducen la transcripcion de las enzimas de fase Il a través de un mecanismo que
implica al factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), la ruta
Keapl/Nrf2/ARE (Figura 3). El sulforafano (SFN) es uno de estos antioxidantes
indirectos (Ahn et al., 2010; Dinkova-Kostova y Talalay, 2008; Piao et al., 2010; Yoon et
al., 2008; Zhao et al., 2010).

Degradacion

proteosomy

Citoplasma

Nucleo

Genes de fase |l

Figura 3. Mecanismo de induccion de enzimas de fase Il (Ahn et al., 2010).

1.2.2. Algunos de los principales sistemas antioxidantes enziméticos celulares
regulados bajo Nrf2

La superéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) metaboliza el O, convirtiéndolo a H,O,
(Ecuacion 1), que a su vez puede ser destruido por las reacciones de la CAT o la
glutatién peroxidasa (GPx).

SOD Ecuacion 1
02_ + 02_ + 2H+ _— Hzoz + 02
La SOD también protege las deshidratasas (dihidroxiacido deshidratasa, aconitasa, 6-
fosfogluconato deshidratasa y fumarasas A y B) contra la inactivacion por O,". Se han

identificado cuatro clases de SOD que contienen los cofactores mononucleares Fe, Mn

o Ni, y la que contiene el factor dinuclear Cu, Zn. En humanos hay tres formas de SOD:
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la SOD dependiente de cobre-zinc (Cu, Zn-SOD) citosolica; la SOD dependiente de
manganeso (Mn-SOD) mitocondrial; y la SOD extracelular (EC-SOD), que también
contiene Cu y Zn (Matés, 2000; Nozik-Grayck et al., 2005).

En mamiferos, la catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) es un homotetrdmero con una masa
molecular de 225-270 kD, que contiene un grupo ferriprotoporfirina-IX por cada
subunidad y pertenece al grupo de las catalasas tipicas o monofuncionales (Goyal y
Basak, 2010; Kirkman y Gaetani, 2007). La CAT es mejor conocida por su reaccion
denominada ‘catalitica’ (Ecuacion 2), en la que cataliza la degradaciéon de dos
moléculas de H,O, para formar agua y oxigeno molecular; sin embargo, también tiene
una actividad peroxidasa (Ecuacion 3), que en las catalasas tipicas es relativamente
débil (Zamocky et al., 2008).

CAT i6
ZHZOZ HZO n 02 Ecuacion 2

CAT . Ecuacion 3
Hzoz + ZAHZ _— 2H20 + 2 AH
La velocidad de la reaccidon de la ecuacion 2 en mamiferos, esta entre las mas altas
velocidades enzimaticas conocidas (Kirkman y Gaetani, 2007). A pesar del avance
tecnologico en proteGmica, no esta completamente claro como la CAT mantiene una
alta selectividad por el pequefio sustrato polar no cargado, H,O,, mientras que exhibe

velocidades de recambio de mas de 10%s (Goyal y Basak, 2010).

Las glutatibn peroxidasas (GPx, EC 1.11.1.19) protegen las células de mamiferos
contra el dafio oxidante, catalizando la reduccion de una variedad de hidroperéxidos
con el uso de GSH (Ecuacién 4). En humanos se conocen cinco GPx, con residuos de

seleno-cisteina en su estructura (Lu y Holmgren, 2009; Matés, 2000).

GP ..
ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H,0 Ecuacion 4

La glutation reductasa (GR, EC 1.8.1.7) cataliza la reduccion del disulfuro de glutation o
glutation oxidado (GSSG) a dos moléculas de GSH usando NADPH (Ecuacion 5),
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siendo asi de una importancia mayor para todas las enzimas dependientes de GSH
(Dammeyer y Arnér, 2010).

GR .,
GSSG + NADPH + H* ——— 2GSH + NADP* Ecuacion 5

Las glutation S-transferasas (GST, EC 2.5.1.18) constituyen una familia multigénica de
isoenzimas de fase Il que catalizan el ataque nucleofilico del atomo de azufre del GSH
sobre los grupos electrofilicos de numerosos tipos de xenobiéticos (Ecuacion 6). Esta
reaccion reduce drasticamente la reactividad del xenobidtico y lo hace mas soluble en
agua, lo que favorece su eliminacion (Sau et al., 2010).

GST 16
RX + GSH —— RSG + HX Ecuacion 6

La NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (NQO-1, EC 1.6.5.2) es una enzima de fase Il
que cataliza la reduccién benéfica de quinonas a hidroquinonas con la transferencia de
dos electrones (Ecuacidon 7), previniendo asi la reduccién de las quinonas por un
electron por medio de otras reductasas, con lo que resultaria en la generacion de

especies radicales (Cheung y Kong, 2009).

NQO-1 .
NAD(P)H + quinona ———— NAD(P)* + hidroquinona Ecuacion 7

El sistema tiorredoxina consiste de isoformas de tiorredoxina (Trx) y tiorredoxina
reductasa (TrxR, EC 1.8.1.9), proteinas dependientes de Trx y otros sistemas celulares.
Este sistema esta involucrado en defensa antioxidante, funciones regulatorias redox y
soporte a la sintesis de desoxirribonucledtidos, entre otras funciones celulares.
Funciona impulsado por isoformas de TrxR, que usando NADPH, reducen isoformas de
Trx (Ecuacién 8), que subsecuentemente actuaran sobre un namero de proteinas y
otros tipos de sustratos (Ecuacién 9). Su papel general es el de disulfuro reductasas de

proteinas (Dammeyer y Arnér, 2010; Holmgren y Lu, 2010).
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- y
Trx—S, + NADPH + H* ——— Trx—(SH), + NADP* Ecuacion 8

Trx—(SH), + proteina—S, —— Trx—S, + proteina — SH Ecuacion 9

Las isoformas de peroxirredoxina (Prx, EC 1.11.1.15) son una familia de proteinas que
funcionan en la defensa antioxidante y en cascadas de sefializacién redox, catalizando
reacciones con peroxidos (Ecuacion 10).

P .,
2R'SH + ROOH L) R'SSR’ + HZO + ROH Ecuacion 10

Durante sus ciclos cataliticos, las especies oxidadas de Prx formadas por reduccion de
peréxidos, son reducidas y reactivadas de una manera tiol-dependiente, que

fisiologicamente puede ser por Trx o0 GSH (Dammeyer y Arnér, 2010).

La hemo oxigenasa (HO, EC 1.14.99.3) es la enzima limitante de la velocidad en el
catabolismo del grupo hemo. Cataliza el rompimiento oxidante del grupo hemo a
biliverdina, mondéxido de carbono y hierro (Ecuacion 11). La biliverdina es
subsecuentemente convertida a bilirrubina por la biliverdina reductasa (Ecuacion 12).
Su isoforma HO-1 se induce comunmente por estrés oxidante y se ha descrito que
protege contra algunos tipos de dafio tisular agudo (Barrera et al., 2003).

HO .z
Hemo + 0, + NADPH + H* —— biliverdina + CO + Fe + NADP* Ecuacion 11

biliverdina + NADPH ——— bilirrubina + NADP* Ecuacion 12
Si bien, no es un sistema antioxidante enzimatico, el factor nuclear respiratorio-1 (NRF-
1) regula la expresion de genes relacionados con el transporte en la membrana
mitocondrial, el funcionamiento de la cadena de transporte de electrones y la
transcripcion mitocondrial. Ultimamente, se ha sugerido la existencia de un enlace
directo entre la actividad transcripcional de NRF-1 y el estado redox celular, debido al

incremento observado de esta actividad después de la induccién de estrés oxidante con
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H.O, (Li et al., 2012). El factor Nrf2 sobrerregula el ARNm y la proteina para NRF-1
(Piantadosi et al., 2008).

1.3. SULFORAFANO (SFN)

Recientemente, ha ganado enorme importancia el concepto de que los componentes
bioactivos de alimentos funcionales son eficaces para el mejoramiento de la salud. En
la era de la postgendmica, el objetivo de las farmacéuticas no es soélo encontrar blancos
para nuevos farmacos, sino también hallar pequefias moléculas que modulen la
actividad bioldgica. Desde hace un tiempo existe la hipétesis modestamente soportada
de que los altos consumos de vegetales cruciferos como el brécoli, el repollo, las coles
de Bruselas y la coliflor reducen el riesgo de desérdenes degenerativos y enfermedades
cardiovasculares. Los cruciferos son una excelente fuente de fitoquimicos como
glucosinolatos y sus derivados, compuestos fendlicos y vitaminas, que median una
variedad de funciones relacionadas con proteccion antioxidante, regulacion enzimatica
y control de apoptosis y ciclo celular. De hecho, el brocoli se ha ganado el apelativo de
“La Joya de la Corona de la Nutricion” por reunir con éxito todas estas cualidades
(Vasanthi et al., 2009).

Uno de los mecanismos mas importantes de quimioprevencién debido a plantas
cruciferas parece ser la induccién de enzimas de fase Il y la inhibicion de enzimas de
fase I. Varios isotiocianatos (ITC) son inductores de enzimas de fase |l tales como GST,
NQO-1 y UDP-glucuronosiltransferasa (Cheung y Kong, 2009; Fimognari et al., 2008;
Gullet et al., 2010; Riedl et al., 2009; Yoxall et al.,, 2005). EIl SFN es un ITC
extraordinariamente potente de ocurrencia natural en cruciferas, en los que se produce

por la accion de la enzima mirosinasa sobre el glucosilonato glucorafanina (Figura 4).

El SFN afecta varios blancos y rutas moleculares que incluyen, ademas de las enzimas
de fase | y I, el factor NF-kB vinculado a la inflamacién, la supervivencia de células
cancerosas y la progresion, la detencion del ciclo celular dependiente del tiempo en
células cancerosas, la apoptosis como control para la proliferacion celular y la expresion

de receptores de estrogeno en células cancerosas (Cheung y Kong, 2009). No
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obstante, en los dltimos afios, el SFN ha llamado mas la atencion como inductor natural
de enzimas de fase Il en humanos y animales. Los investigadores han comenzado a
entender los mecanismos moleculares por los que el SFN induce enzimas
destoxificantes antioxidantes de fase Il. Se han propuesto dos mecanismos: la
disrupcion de las interacciones Nrf2 — Keapl y la activacion de las MAPK, con el SFN
actuando ya sea sinergistica o separadamente (Guerrero-Beltran et al., 2012; Vasanthi
et al., 2009). El papel del SFN en estos procesos se ha relacionado con su estructura,
siendo el estado de oxidacion de su atomo de azufre en el grupo metiltiol y la longitud
del puente alquilico entre los grupos isotiocianato y sulfoxido, las caracteristicas
guimicas de mayor responsabilidad en su actividad (Ahn et al., 2010; Vasanthi et al.,
2009).

S——~Glucosa

X 080
N A

Mirosinasa

RCNS

Isotiocianatos Tiocianatos

NH  Epitionitrilos

RCN + 8
Nitrilos
S
Oxazolidina-2-tionas
H OH
H.o
HO 0]
HO S S |
R
OH =0 S S
! ! YW‘ _ \/\/\ Né
/N Glucorafanina Sulforaf:
O\ Sulforafano
8037 K*

Figura 4. Hidrolisis de glucosinolatos y estructuras de la glucorafanina y el SFN
(Vasanthi et al., 2009).
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La tabla 1 resume sélo una pequefia muestra de los efectos, actividades y mecanismos
que se han informado para el SFN. La mayoria de los reportes se han involucrado con
la induccion de enzimas de fase Il mediante el sistema de control transcripcional Nrf2,
pero también resulta particularmente interesante el hecho de que muchos de los
mecanismos citoprotectores relacionados al SFN involucran la preservacion de la
funcién mitocondrial (Gaona-Gaona et al., 2011; Guerrero-Beltran et al., 2010; Juge et
al., 2007; Piao et al., 2010; Priya et al., 2011; Sun et al., 2011). Mas interesante aun, el
hecho de que esta preservacion de la funcion mitocondrial, en algunos casos, se ha
visto relacionada con una inhibicién en la apertura de poros TPM (Greco et al., 2011,
Greco y Fiskum, 2010; Guerrero-Beltran et al., 2010).

1.4.FISIOLOGIA RENAL E INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

Un punto de vista popular considera que el riidbn es un 6rgano principalmente
responsable de la remocion de residuos metabdlicos del cuerpo. Aunque ciertamente
esta es una de las mayores funciones de los rifiones, hay otras funciones que podria
decirse son igualmente importantes, entre éstas: la regulacion del balance de agua y
electrolitos, la excrecion de sustancias bioactivas (hormonas y muchas sustancias
extrafias, especificamente farmacos) que afectan la funcién corporal, la regulacion de la
presion arterial sanguinea, la regulacion de la produccién de eritrocitos, la regulacion de
la produccion de vitamina D y la gluconeogénesis (Eaton y Pooler, 2009). El rifidn es
muy importante en la toxicologia debido a que es la principal ruta de eliminacion de
metabolitos toxicos hidrofilicos (junto con la vejiga), y a que uno de los mayores efectos
adversos de las sustancias toxicas es el dafio sobre este, manifestado en una mala
funcion renal (Manahan, 2003). Para poder evaluar los efectos de un téxico sobre la
funcién renal y sus estrategias de proteccion, es recomendable conocer sus principales

aspectos morfofisioldgicos.
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Tabla 1. Algunas actividades y/o efectos informados para el SFN.

en metastasis inducida

metaloproteinasas de matriz

Actividad / efecto / modelo Mecanismo Referencia
Modulacién de citocromos P450 en Inhibicién de CYP2B y CYP3A2; Yoxall et al.,
higado de rata sobrerregulacién de CYP1A2 2005
Antimetastatico en pulmones de ratones Inhibicién de la activacién de Thejass 'y

Kuttan, 2006

Inmunomodulador en ratones

Aumento en el titulo de anticuerpos
circulantes, células formadoras de plaquetas
en bazo y actividad fagocitica de macréfagos

Thejass 'y
Kuttan, 2007

peritoneales
Protector en dafio renal inducido por Induccion de enzimas de fase 2 dependiente Yoon et al.,
isquemia-reperfusion en ratas de Nrf2 2008

Protector de células endoteliales
microvasculares humanas ante
hiperglicemia

Activacion de Nrf2 y expresion aumentada de
transcetolasa

Xue et al., 2008

Inhibidor del crecimiento de células
cancerosas de colon y préstata en

Inhibidor de la actividad de histonas
desacetilasas

Dashwood y Ho,
2008; Gibbs et

humanos al., 2009
Protector Fie gelulas B de dano |r.1du0|do Activacion de Nrf2 e inhibicién de NE-kB Song et al.,
por citocina y estreptozotocina 2009
Protector en nefrotoxicidad inducida por Proteccion mitocondrial, preservacion Guerrero-Beltran
cisplatino en células LLC-PK1 actividad de NQO-1y yGCL etal., 2010
Protector en nefrotoxicidad inducida por Atenuacion de estrés oxidante/nitrante y Guerrero-Beltran
cisplatino en ratas preservacion de enzimas antioxidantes etal., 2010

Protector en corazones aislados de ratas
dafiados por isquemia

Activacién de canales mitocondriales Katp y
ruta antioxidante

Piao et al., 2010

Protector en dafio hepético inducido por
isquemia-reperfusion intestinal en ratas

Induccién de enzimas antioxidantes a través
de Nrf2-ARE

Zhao et al., 2010

Estimulacion de la fagocitosis en células

Inactivacion del factor inhibidor de la migracion

Suganuma et

RAW 264.7 de macroéfagos al., 2011
Protector en dafio hepatico inducido por Preservacion de la funcion mitocondrial y Gaona -Gaona
cisplatino en ratas enzimas antioxidantes etal.,, 2011

Protector en carcinogénesis de
pulmones inducida por benzo(a)pireno

Proteccion contra el estrés oxidante mediado
por disfunciéon mitocondrial

Priya et al., 2011

en ratones
Ratas Fischer 344 inyectadas i.p. con . Greco et al.,
SEN Inhibicién del poro TPM 2011

CYP: citocromo P450, Nrf2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2, NF-kB: factor nuclear
kappa-B, NQO-1: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa-1, yGCL: gamma glutamil cisteina ligasa, ARE:
elemento de respuesta antioxidante, SFN: sulforafano, TPM: transicion de permeabilidad mitocondrial.

1.4.1. Organizacion estructural del riién y la nefrona

La corteza, la médula y las papilas son las mayores areas que aparecen visibles en el
rifndon (Figura 5). La corteza es la porcion mas externa y contiene los tibulos proximales
y distales, el glomérulo y los capilares peritubulares. El flujo sanguineo cortical es
relativamente alto, siendo aproximadamente el 90% del flujo sanguineo renal total. Una

sustancia téxica circulante en la sangre se acumulara preferencialmente en la corteza
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renal, resultando en un mayor potencial para afectar la funcion cortical, mas que la

funcion medular y papilar (Smart y Hogdson, 2008).

La porcién media del rifién, la médula renal, consiste del asa de Henle, los vasos rectos
y los ductos colectores. Las papilas renales son la porcion anatomica mas pequefia; el
tejido papilar comprende principalmente las porciones terminales del sistema de ductos
colectores y los vasos rectos (Smart y Hogdson, 2008).

La nefrona (Figura 6) es la unidad funcional del rifion y en cada rifidn se pueden
encontrar aproximadamente un millbn de ellas. Cada nefrona consiste de un
componente de filtracion esférico llamado el corpusculo renal y un tabulo que se
extiende a partir de este (Manahan, 2003; Smart y Hogdson, 2008).

- Corteza

Figura 5. Seccion sagital de un rifion humano (Smart y Hogdson, 2008).

El corpusculo renal consiste de un penacho de asas capilares interconectadas, el
glomérulo (o capilares glomerulares), rodeados por un capsula hueca en forma de
globo, la capsula de Bowman. Los glomérulos son el sitio de filtracion: alrededor de 180
L/dia de volumen y cantidades proporcionales de soluto que son filtrados libremente,
con excepcion de las grandes proteinas plasmaticas. El glomérulo es donde la mayor
cantidad de sustancias que van a ser excretadas entran a la nefrona (Eaton y Pooler,
2009).
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Figura 6. Componentes de una nefrona (Eaton y Pooler, 2009).

El tibulo comienza y conduce hacia afuera de la capsula de Bowman. Se compone de
una capa simple de células epiteliales que descansan sobre una membrana basal.
Estas células epiteliales varian en sus caracteristicas estructurales e
inmunocitoquimicas en cada uno de los segmentos que compone el tabulo. El tubulo
proximal (contorneado y recto) reabsorbe cerca de las dos terceras partes del agua, el
sodio y el cloruro filtrados. El tubulo proximal contorneado reabsorbe todas las
moléculas organicas Utiles que el cuerpo desea conservar (por ejemplo, glucosa y
aminoacidos). También reabsorbe fracciones significativas de iones importantes como
K*, PO,*, Ca®* y HCOj3. Es el sitio de secrecién de un gran nimero de sustancias

organicas como residuos del metabolismo o farmacos.
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El asa de Henle reabsorbe cerca del 20% del sodio y el cloruro filtrado, y un 10% del
agua filtrada. El tabulo distal y el tubulo conector juntos, reabsorben quizas un 5% mas
de agua y sales. Las células del ducto colector cortical responden y son fuertemente
reguladas por las hormonas aldosterona y antidiurética (ADH), aumentando la
reabsorcion de sodio y excrecidbn de potasio con la primera, y aumentando la
reabsorcion de agua con la segunda. El ducto colector medular cumple un papel
mayoritario en la reabsorcion de urea y en el balance acido-base (Eaton y Pooler,
2009).

1.4.2. Nefrotoxicidad e IRA

El rifidbn es un érgano blanco para toxicidad por su flujo sanguineo relativamente alto,
por su capacidad concentradora, por el transporte activo de compuestos a través de sus
células tubulares y por su activacion metabdlica (conversion metabdlica de farmacos a
especies quimicamente reactivas). Queda claro que el tejido renal esta expuesto mas a
menudo a mayores concentraciones de compuestos potencialmente toxicos que otros
tejidos (Timbrell, 2009). Los efectos de una sustancia toxica sobre la funcién renal se
pueden establecer a través de estudios in vivo, in vitro y de histopatologia, dependiendo

de la cuestion que quiera ser resuelta (Smart y Hogdson, 2008).

La IRA se caracteriza por una caida subita de la filtracion glomerular, la perturbacion en
el volumen de fluido extracelular, la pérdida de la homeostasis acido-base y de
electrolitos y la retencién de residuos nitrogenados del catabolismo proteico (Brady y
Singer, 1995). Clinicamente, puede clasificarse de acuerdo a la fuente probable del
dafio renal en: (i) IRA pre-renal, (ii) IRA parenquimal e (iii) IRA post-renal. En la IRA pre-
renal, la mala funcién renal se debe predominantemente a factores sistémicos como el
gasto cardiaco, la hipotension o la presion intra-abdominal aumentada. La IRA post-
renal es de tipo obstructivo y entre otras causas se puede dar por hipertrofia de la
préstata, obstruccion ureteral por tumores pélvicos o fibrosis retroperitoneal, necrosis
papilar o célculos grandes (Bagshaw y Bellomo, 2007). La IRA parenquimal o
intrinseca, involucra dafo estructural en el parénquima renal, principalmente en los
glomérulos y tubulos. La IRA intrinseca ha surgido como el subtipo mas comun y serio

en pacientes hospitalizados y, como se puede ver en la Tabla 2, las nefrotoxinas
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aparecen como su causa mas importante (Bagshaw y Bellomo, 2007; Devarajan 2006;
Evenepoel, 2004; Schrier, 1999).

Tabla 2. FA&rmacos y sustancias quimicas asociadas con la IRA (Schrier, 1999).

Mecanismo
M1 M2 M3 M4 M5 M5

Farmaco o sustancia quimica

T T T Ciclosporina, tacrolimus
T T Amfotericina, agentes contrastantes
T 1 Antiinflamatorios no esteroideos
T Captopril, interleucina 2
T T 1 Metotrexato
T Aminoglicésidos, cisplatino, metales pesados

1 Cocaina

Etanol, lovastatina

1 1 Sulfonamidas
T Aciclovir, agentes quimioterapéuticos
T Alopurinol, cefalosporinas, ciprofloxacina

T Estrogenos conjugados, mitomicina

M1: Reduccién en la perfusion renal a través de la hemodinamica intrarenal; M2: Toxicidad tubular
directa; M3: Toxicidad inducida por heme; M4: Obstruccién intratubular por precipitacion de agentes o sus
metabolitos 0 subproductos; M5: Nefritis intersticial alérgica; M6: sindrome hemolitico-urémico.

Muchos de los compuestos que han sido identificados como nefrotdéxicos ejercen
efectos mdultiples sobre los sistemas intracelulares. Sin embargo, esto no quiere decir
que ciertos nefrotdxicos no tengan blancos especificos en el rifiéon (Smart y Hogdson,
2008). Por ejemplo, varias sustancias xenobiéticas dafian el tabulo proximal renal, la
porcidén de la nefrona con mayor sensibilidad a los efectos nefrotoxicos (Figura 7). El
tubulo proximal contorneado (segmentos S; y Sy) contiene un aparato de endocitosis y
lisosomal muy activo, convirtiéndose en un sitio de dafio relacionado con la sobrecarga
lisosomal, asi como con restos de proteinas enlazadas a téxicos. El tabulo proximal
recto (segmento Sj3) representa el sitio mas susceptible a dafio por activacion
metabdlica, acumulacion asociada a transportadores e hipoxia/reperfusion. Entre las
sustancias quimicas que dafan el tdbulo proximal encontramos farmacos
antibacteriales como la cefaloridina y los aminoglicésidos, que dafian los segmentos S;
y S,; farmacos anticancerigenos como el cisplatino, que dafian el segmento Ss;

sustancias quimicas de uso industrial como el cadmio y el cromo hexavalente, que
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afectan los segmentos S;-S,; o el mercurio y el paladio que afectan el segmento S;
(Cristofori et al., 2007).
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Figura 7. Dafo tubular segmento-especifico. ECA: enzima convertidora de la
agiotensina; AINE: antiinflamatorios no esteroideos; HgCl,: cloruro mercurico (Schrier,
1999).

Se cuenta con evidencia concluyente de que las células tubulares mueren ya sea por
apoptosis o por necrosis, en modelos experimentales de dafo renal tanto isquémico
como téxico (Bonegio y Lieberthal., 2002). Ademas, en un buen numero de estudios
recientes se han demostrado los papeles patofisiologicos de las ERO en varias

enfermedades renales y sobre todo el papel significativo del estrés oxidante como
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mecanismo de la IRA (Pedraza-Chaverri et al., 2005; Razzaque y Taguchi, 2005;
Timbrell, 2009).

1.5. AMINOGLICOSIDOS Y NEFROTOXICIDAD: GENTAMICINA (GM)

La naturaleza compleja de enfermedades criticas a menudo requiere el uso de multiples
agentes terapéuticos, que pueden tener el potencial -individualmente o combinados-
para causar dafio renal agudo. Hasta 2008, en varios estudios epidemiolégicos
extensos se habia demostrado que los farmacos nefrotoxicos fueron factores
determinantes de IRA en el 19% a 25% de los casos de pacientes en estado critico
(Pannu y Nadim, 2008).

Los antibidticos aminoglicésidos son ampliamente usados a nivel mundial en el
tratamiento de infecciones por bacterias Gram-negativas (Nagai y Takano, 2004).
Constituyen la U(nica alternativa efectiva contra gérmenes insensibles a otros
antibioticos, principalmente debido a su estabilidad quimica, rapido efecto bactericida,
sinergia con los antibiéticos betalactamicos, baja resistencia y bajo costo (Lopez-Novoa
et al., 2011). Sin embargo, los aminoglicésidos tienen una actividad bactericida
dependiente de la concentracion, no del tiempo de exposicion a las bacterias (Lacy et
al., 1998), e inducen resistencia adaptativa en bacterias expuestas a concentraciones
sub-inhibitorias e inhibitorias (Daikos et al., 1990; Daikos et al., 1991). Por esto, se ha
propuesto que el objetivo de la terapia con aminoglicésidos debe ser el de optimizar las
concentraciones pico, empleando la dosis mas alta posible consistente con las

consideraciones toxicolégicas inherentes a su uso (Lacy et al., 1998).

La nefrotoxicidad es la principal limitacion de la eficacia terapéutica de los
aminoglicésidos, especialmente de la GM, registrandose en un 10%-25% de los
tratamientos incluso bajo un riguroso control y seguimiento de los pacientes (Lopez-
Novoa et al., 2011). La caracterizacion precisa de los mecanismos patofisiologicos y
moleculares subyacentes a la nefrotoxicidad de la GM en los niveles organico, tisular,
celular y molecular se han obtenido en gran parte a través de estudios en modelos

animales y celulares. Esta caracterizada tipicamente por dafios tubulares derivados de
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la citotoxicidad de las células epiteliales tubulares, que por estudios en animales y en
cultivos celulares, se sabe que pueden ser mediados por apoptosis 0 necrosis (Quiros
et al., 2011).

En la Figura 8 se resumen graficamente los mecanismos y las rutas de sefalizacion
que se han relacionado con el efecto citotoxico de GM. La nefrotoxicidad inducida por
GM ocurre por la acumulacion selectiva del farmaco en los segmentos S; y S, de los
tubulos proximales renales, lo que conduce a una pérdida de la integridad de sus
estructuras en borde de cepillo (Balakunar et al., 2010). La alta concentracién que
alcanza la GM en estas células es consistente con la expresion del complejo endocitico
gigante conformado por las proteinas megalina y cubulina, un transportador de
proteinas y cationes cuya expresion se restringe a las células del tabulo proximal. Este
complejo internaliza a la GM y a los aminoglicésidos en general, por endocitosis, y
desde el compartimento endosomal puede acumularse principalmente en lisosomas,
aparato del Golgi y reticulo endoplasmico (Lopez-Novoa et al., 2011). La GM inhibe la
actividad de fosfolipasas y esfingomielinasas lisosomales, inhibiendo de paso la
degradacion de membranas celulares ricas en fosfolipidos y conduciendo a una
sobrecarga de fosfolipidos que comprometen la integridad de la membrana lisosomal.
Esta fosfolipidosis lisosomal puede provocar la liberacion del contenido enzimatico
lisosomal activo, en especial de las proteasas catepsinas, capaces de producir muerte
celular activando rutas apoptéticas, o conducir rapidamente a un modo necrético de
muerte por medio de una protedlisis masiva en condiciones de bajo nivel celular de ATP
(Lopez-Novoa et al., 2011; Ozaki et al., 2010).

La acumulacion de GM en el reticulo endosplasmico puede generar estrés reticular que
a su vez puede activar la respuesta a proteinas no plegadas (UPR) y el arresto del ciclo
celular. Con una UPR aumentada, la célula también puede ser llevada a apoptosis
mediante la ruta clasica de calpainas y caspasa 12, activada por la liberacién de Ca*

del reticulo endoplasmico (Quiros et al., 2011).

Adicionalmente, la permeabilizacion de los lisosomas puede causar la liberacién de GM
al citosol. La GM puede actuar directamente sobre la mitocondria causando la liberacion

de proteinas intermembranales, o indirectamente a través de la inhibicion de la
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degradacion proteosomal de la proteina pro-apoptética Bax, introduciendo a la célula en
cualquier caso en la ruta intrinseca de apoptosis, ademas interrumpiendo la cadena
respiratoria, interfiriendo con la produccion de ATP y produciendo estrés oxidante por
incremento en los radicales O, e HO' (Denamur et al., 2011; Lopez-Novoa et al.,
2011). En efecto, recientemente se ha encontrado una relacion mas estrecha entre la
nefrotoxicidad de GM y la funcién mitocondrial. Morales et al. (2010) hallaron que el
tratamiento de mitocondrias aisladas con GM disminuye los componentes de la cadena
mitocondrial probablemente debido a la apertura de poros TPM (Morales et al., 2010).
Todo esto ha llevado a la proposicion de que todas las estrategias tendientes a
preservar el funcionamiento normal de los rifiones en pacientes bajo un esquema de
tratamiento con aminoglicosidos requieren la proteccién de la mitocondria renal (Zorov,
2010).
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Figura 8. Mecanismos y rutas de sefializacion en la citotoxicidad de la GM (Lopez-

Novoa et al., 2011).
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2. JUSTIFICACION

La GM es ampliamente utilizada en la clinica a nivel mundial para el tratamiento de
infecciones por bacterias Gram-negativas, pero su eficacia -que depende basicamente
de su concentracién/dosis- esta limitada por su nefrotoxicidad colateral. La incidencia
de IRA inducida por este aminoglicésido ha alcanzado un 25% de los casos clinicos
reportados en los que se usa. Se conocen relativamente bien los mecanismos de su
toxicidad a partir de modelos experimentales y se ha comprobado que el estrés
oxidante, la disfuncion mitocondrial y los modos necrético y apoptético de muerte son
ejes centrales. Por otra parte, se ha descrito en numerosas investigaciones que el SFN
es un potente inductor de las enzimas de la respuesta celular antioxidante y, ademas,
se ha relacionado con mecanismos que implican la preservacion de la buena funcion

mitocondrial en la prevencién del dafio renal inducido por nefrotoxicos.

Dada toda esta informacion, un modelo experimental de interaccion del SFN y la GM
resulta interesante. Se ha encontrado que el SFN es capaz de proteger ante la accion
de otros nefrotoxicos tubulo-especificos, pero no se conoce el efecto que podria tener el
SFN en un modelo de muerte celular tubular renal inducida por GM. En el presente

estudio se busca establecer este efecto.

3. HIPOTESIS

Dadas las cualidades descritas para el SFN, se anticipa que este compuesto disminuira
la muerte celular tubular, el dafo renal y la IRA, inducidos por GM.

4. OBJETIVOS
4.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del antioxidante indirecto SFN en la muerte celular tubular, el estrés

oxidante, el dafio y la disfuncién renal, inducidos por GM.
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4.2.0bjetivos especificos

Determinar la viabilidad de células epiteliales de tubulo proximal renal LLC-PK1 tratadas
con GM como inductor de muerte celular y SFN como agente citoprotector.

Determinar marcadores de dafio, estrés oxidante y proliferacion celular renal en grupos
de ratas Wistar bajo un modelo de tratamiento con SFN y dafio renal agudo inducido
por GM.

Evaluar los cambios estructurales en el tejido renal de rata inducidos por GM, asi como

el efecto del co-tratamiento con SFN.

Evaluar el efecto del SFN sobre el modo apoptético de muerte inducido por GM en

células tubulares de riiidn de rata.

Evaluar el efecto del tratamiento con SFN y GM en ratas sobre la actividad de algunas

enzimas citoprotectoras.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Materiales

Las células epiteliales renales de cerdo Lily Laboratory Culture Porcine Kidney (LLC-
PK1, cat. CL-101) se adquirieron de American Type Culture Collection (Rockville, MD,
EUA). El SFN (cat. S8044, lot. 26817812) se obtuvo de LKT Laboratories (St. Paul, MN,
EUA). La GM (Garamicina G.U. 160 mg/2 mL, lotes ODPDA006 y 1DPDAO002) se
adquiri6 de Schering-Plough (México, DF). El medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), el suero fetal bovino (SFB), la tripsina, el antibiético (10,000
U/mL de penicilina y 10,000 pg/mL de estreptomicina), asi como otros reactivos para
cultivo de tejidos se obtuvieron de Gibco (México, DF). Los platos para cultivo celular
los suministré Nunc (Roskilde, Dinamarca). El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), el dimetilsulfoxido (DMSO), el paraformaldehido, el triton X-100,
la albumina sérica bovina (ASB), el p-nitrofenil-N-acetil-3,D-glucosaminido, el NADPH,

la enzima glutation reductasa (GR), el glutation reducido (GSH), el nitroazul de
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tetrazolio (NBT), la xantina oxidasa y el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) se
adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA). El acido tricloroacético (TCA) y el
peréxido de hidrogeno (H20,) se adquirieron de J.T. Baker (Xalostoc, Edo. de México,
México). El anticuerpo monoclonal de raton anti-nitrotirosina (cat. 189542) se obtuvo de
Cayman Chemical (Ann Arbor, MIl, EUA). El anticuerpo policlonal de conejo anti-PCNA
— marcador de proliferacion (cat. ab2426) se obtuvo de Abcam (Cambridge, MA, EUA).
Los anticuerpos secundarios biotinilados anti-lgG-B de ratdn (cat. sc-2098) y anti-IgB de
conejo (cat. sc-2040) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA,
EUA). El estuche para la deteccion de muerte celular in situ, POD (cat. 11 684 817
910), se adquiri6 de Roche Applied Science (Mannheim, Alemania). La estreptavidina-
HRP (cat. K0O690) y la 3,3’-diaminobencidina (DAB, cat. K3468) se adquirieron de Dako
(Carpinteria, CA, EUA). Todos las demas sustancias usadas fueron grado reactivo y se

obtuvieron comercialmente.

5.2.Estudio in vitro

5.2.1. Cultivos celulares

El cultivo de la linea celular epitelial de tibulos renales derivados de cerdos Hampshire
LLC-PK1 es un modelo aceptado para el estudio de la toxicidad de aminoglicésidos (de
Arriba et al., 2009., Pessoa et al., 2009; Servais et al., 2006; Tagliati et al., 2012). Esta
linea celular se cultivd en medio DMEM suplementado con SFB al 10% vy
penicilina/estreptomicina al 1%, y condiciones permisivas para el crecimiento, que
consisten de una atmésfera de 95% aire — 5% CO, a 37°C. Las células se sub-
cultivaron dos o tres veces por semana cuando alcanzaban aproximadamente el 80%
de confluencia. Para esto, las células se despegaban de las cajas Petri incubandolas
con tripsina por 5 minutos, se centrifugaban a 1,000 x g por 3 minutos y se re-
suspendian en DMEM suplementado con SFB al 10% y antibiético (AB) al 1%. Una
fraccion de células se sub-cultivé en cajas Petri para mantenerlas en crecimiento y la
fraccion restante se sembré en placas de 48 pozos a una densidad de 4x10*
células/cm?; luego las células se incubaron 24 horas para permitir su adherencia y

crecimiento, antes de iniciar los experimentos (Guerrero-Beltran et al., 2010).
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5.2.2. Disefio experimental

Para los estudios de viabilidad celular, la placa de 48 pozos se dividié en 12 grupos de
4 pozos cada uno. Los ensayos tuvieron una duracion total de 96 horas. Cada 24 horas
el medio de cultivo se reemplazaba por medio fresco con caracteristicas determinadas
(Velasco-Veldzquez et al., 2006). La identificacion de los grupos y los tratamientos se
presentan en la Tabla 3. La evaluacién de la viabilidad comprendié 3 experimentos
independientes con el arreglo presentado en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental y denominacion de grupos para la determinacion de

viabilidad en células LLC-PK1 tratadas con SFN y GM.

Grupo 0-24 h 24-48 h 48-72 h 72-96 h
cT DMEM DMEM DMEM DMEM
SFN1 SFN 1.0 yM en DMEM | SFN 1.0 uM en DMEM | SFN 1.0 uM en DMEM | SFN 1.0 uM en DMEM
SFN3 SFN 3.0 uM en DMEM | SFN 3.0 uM en DMEM | SFN 3.0 uM en DMEM | SFN 3.0 uM en DMEM
SFN5 SFN 5.0 uM en DMEM | SFN 5.0 uM en DMEM | SFN 5.0 uM en DMEM | SFN 5.0 uM en DMEM
SFN7.5 SFN 7.5 uM en DMEM | SFN 7.5 uM en DMEM | SFN 7.5 uM en DMEM | SFN 7.5 uM en DMEM
SEN10 SFN 10.0 pM en SFN 10.0 pM en SFN 10.0 uM en SFN 10.0 pM en
DMEM DMEM DMEM DMEM
GM DMEM GM 8 mM en DMEM GM 8 mM en DMEM GM 8 mM en DMEM
SFN1.0 My GM 8 SFN 1.0 My GM 8 SFN 1.0 yMy GM 8
SFN1+GM | SFN 1.0 uM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM
SFN3.0uMy GM 8 SFN3.0uMy GM 8 SFN 3.0 yMy GM 8
SFN3+GM | SFN 3.0 uM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM
SFN5.0uMy GM 8 SFN5.0uMy GM 8 SFN5.0 My GM 8
SFN5+GM | SFN 5.0 uM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM
SFN7.5uMy GM 8 SFN7.5uMy GM 8 SFN 7.5 My GM 8
SFN7.5+GM | SFN 7.5 uM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM
SENLO+GM SFN 10.0 pM en SFN10.0pMyGM8 | SFN10.0uMyGMS8 | SFN10.0puMyGM 8
DMEM mM en DMEM mM en DMEM mM en DMEM

CT: control (células sin tratamiento), DMEM: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium, SFN:
sulforafano, GM: gentamicina. DMEM se uso suplementado con SFB al 1% y AB al 1% en todos los
tratamientos. El volumen fue de 200 uL/pozo.

5.2.3. Viabilidad celular

El ensayo con MTT -un ensayo de actividad metabdlica- mide la funcion mitocondrial y
es usado frecuentemente para detectar pérdidas en la supervivencia/viabilidad celular
debido a un farmaco o una toxina (Sumantran, 2011). La sal de tetrazolio soluble MTT

se convierte a cristales insolubles de formazan por reduccion (Stoddart, 2011).
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Transcurridas las 96 horas del experimento el medio de cultivo se retiré y las células
entonces se incubaron a 37°C en medio DMEM con MTT en una concentracién de
0.125 mg/mL. Luego de una hora el medio con MTT se retir0 y los cristales de formazan
depositados en la placa se disolvieron en 200 pL de solucién HCI 0.1 N en isopropanol
y se determind la absorbancia a 570 nm de cada pozo en la placa. Los resultados se
expresaron como porcentaje de viabilidad con respecto a las células del grupo CT.

541 oy
N ~ N Reductasa mitocondrial ©_</ H
=N

N N S
N
\|/\2~CH3 \f\"I/ ) —CHs;
MTT CHy Formazan (560 nm) CH,

Figura 9. Reacciéon del MTT en la mitocondria celular.

5.3.Estudio in vivo

5.3.1. Animales y tratamiento

Para este estudio se usaron ratas macho Wistar con un peso corporal inicial de 230 g +
30 g, mantenidas en instalaciones, ambientes y condiciones, de acuerdo a las
disposiciones contenidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, que
establece las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales
de laboratorio. El protocolo de investigacion utilizado fue revisado y aprobado por el
Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Quimica de la UNAM (OFICIO/FQ/CICUAL/038/12).

5.3.2. Disefio experimental

En la Figura 10 se esquematiza el protocolo in vivo desarrollado. Se corrié una serie
experimental de 4 grupos de ratas, identificados asi: grupo CT: control (n=8); grupo
SFN: sulforafano (n=8); grupo GM: gentamicina (n=12); grupo SFN+GM: sulforafano +
gentamicina (n=10). La induccion de dafio renal se obtuvo mediante la administracion

subcutanea (SC) de 70 mg/Kg/12 h de GM por cuatro dias (8 inyecciones) a las ratas
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de los grupos GM y SFN+GM. A las ratas del grupo CT se les administré solucién salina
isotonica (SSI) en vez de GM (Maldonado et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2003). A
partir de una solucion stock 100 mM de SFN en DMSO se prepara una solucion 2 mM
de SFN en SSI. Usando esta solucion de trabajo, a las ratas de los grupo SFN y
SFN+GM se les administré una dosis de 1,000 pg/Kg/dia via intraperitoneal (IP) durante
los cuatro dias del ensayo. A las ratas de los grupos CT y GM, se les administré del
mismo modo el vehiculo SSI. Todos los animales se colocaron en jaulas metabolicas el
cuarto dia del estudio para recolectar la orina de 24 horas. Cumplido este periodo las
ratas se eutanizaron anestesiandose con una inyeccion IP de pentobarbital sédico (60
mg/Kg) y desangrandolas via aorta. La sangre se recolectd en jeringas con heparina
como anticoagulante, se obtuvo el plasma por centrifugacion a 4,100 x g, por 10

minutos y se almacend a -20°C hasta la determinacion de los marcadores de dafio

renal.
eHora 0: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) ¥
eHora 6: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP)
eHora 12: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, S (SSI, SC) ,.
eHora 24: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) Y
eHora 30: CT, GM (SSl, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP)
eHora 36: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 4
*Hora 48: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) Y
eHora 54: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP)
*Hora 60: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) y
*Hora 72: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) - Inicia recoleccion de orina\
eHora 78: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP)
eHora 84: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) )
\
* Hora 96: Termina recoleccion de orina - Sacrificio
J

Figura 10. Esquema de tratamiento GM-SFN para ratas Wistar.
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Después de retirar toda la sangre, rapidamente el riidn derecho se removid, se peso, y
se reband en pequefios cortes que se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento en
analisis bioquimicos. El rifidn restante se perfundié con amortiguador salino de fosfatos
(PBS) pH 7.4 y solucion de formaldehido al 4% en PBS pH 7.4, se removid y se
preservd en solucibn de formaldehido para estudios histopatolégicos, de
inmunohistoquimica (IHQ), y de marcaje enzimatico y deteccion inmunohistoquimica
(TUNEL).

5.3.3. Muestras

Orina: Para cada rata se registré el volumen urinario total para el periodo determinado.
Posteriormente, se determind la excrecion de creatinina, N-acetil-8,D-glucosaminidasa

(NAG) y proteinas totales.

Plasma: Se determinaron los niveles de creatinina y nitrdgeno ureico (BUN), y la

actividad enzimatica de GPx.

Cortes de tejido renal: De los cortes se separo la corteza renal. Una fraccion pesada
de este tejido se homogeniz6 en amortiguador de fosfatos (50 mM) pH 7.4 con EDTA 1
mM y Tritdn X-100 al 0.1% enfriado en hielo, de modo que el homogenado resulté en
una proporcion peso:volumen 1:10. Este homogenado se centrifug6 a 20,937 x g, por 1
hora, a 4°C y el sobrenadante se usO para la determinacion de la actividad de las
enzimas CAT, GPx, SOD total (citosolica y mitocondrial), Mn-SOD, GST y GR.

Rifibn en formaldehido al 4%: Con el objeto de deshidratar el tejido, los rifiones fijados
se pasaron por un tren de solventes que inicié con etanol acuoso en concentraciones
crecientes, etanol absoluto, etanol-xilol y finalmente xilol. Luego se permitid la
infiltracion del tejido con parafina a una temperatura de 60°C por 2-3 horas, y cada rifion
se puso en un molde y se incluyd en parafina. Cuando la parafina se enfrio, los bloques
resultantes se desmontaron de sus moldes y se hicieron cortes de 3 ym con un
micrétomo de rotacion. Se realizaron cortes para estudios histopatolégicos de tincion

con hematoxilina y eosina (H&E), ensayo TUNEL y estudios de IHQ para determinar la
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abundancia de 3-nitrotirosina (3-NT) y del antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA).
5.3.4. Evaluacion de la funcién renal.

Creatinina en plasma y orina. Se realiz6 mediante equipo automatizado basado en la
reaccion de formacion del complejo colorido picrato-creatinina (reaccion de Jaffé, Figura
11) el cual absorbe a 492 nm (Chinn et al., 1978).

0
O,N NO,
o,N NO, 5
H.C
N /\ HO-
+ O S—"
HO / NH
M
HM H NG, //_N
NO, HiC
Acido picrico Creatinina hH

Complejo picrato-creatinina
Figura 11. Reaccién de Jaffé para la determinacién de creatinina.

Depuracién de creatinina. A partir de las determinaciones de creatinina en plasma y

orina, se calculo la depuracion de creatinina mediante la Ecuacion 13:

CTorina (mg/dl‘) * Qoring (ML/min) Ecuacion 13
Crplasma (mg / dL)

Dcreatinina (mL/min) =

Donde, Dcreatinina €S la depuracion de creatinina, Crorina €S la concentracion de creatinina
hallada en la orina, Crpasma €S la concentracion plasmatica de creatinina y Qorina €S €l
gasto urinario (expresado en mL/min) en las 24 horas de recoleccién (Schwartz y Furth,
2007).

BUN. Se determindé mediante ensayo colorimétrico en equipo automatizado, que utiliza
como principio el método propuesto por Jung et al. (1975). El método se basa en la
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reaccion de formacion del complejo colorido ortoftaldehido-urea cuya mayor
absortividad molar se encuentra a 510 nm (figura 12).

CHO
* HyM MH; S S
| —_— | >:D - | >—D
MY M
CHD o = =

Ortofaldehido LUra Complejo de ortoftaldehido-urca (estrcturas resonantcs)

Figura 12. Formacion del complejo ortoftaldehido-urea para la determinacion de BUN.

Proteinas totales en orina (proteinuria). Las proteinas totales en la muestra se
precipitaron con TCA al 12.5% y luego se determinaron por turbidimetria a 420 nm. Se
cuantificé en una curva patron de ASB entre 0.04 mg/dL y 0.8 mg/dL.

Excrecion de NAG. La determinacion de la NAG excretada se realiz6 midiendo el p-
nitrofenol formado a partir de p-nitrofenil-N-acetil-B,D-glucosaminido, el cual es sustrato
de la NAG. La forma anionica del p-nitrofenol en medio alcalino puede leerse por

colorimetria a 405 nm (Jung et al., 1991) (Figura 13).

MO,

4-Nirrofenil-M-acetil-[i-D-glucosaminida My MN=Acetil-fi-D-glucosa p-Dinitrofenaol

Figura 13. Formacién de p-nitrofenol catalizada por la NAG.

Actividad de GPx en plasma. Se determiné por el método descrito por Lawrence y
Burk (1976), el cual se basa en la medicion de la disminucion del NADPH a 340 nm,
secundario a la reaccion de reduccion del GSSG por la GR. Este ultimo se produce en

presencia de H,O, por la accién de la GPx (Figura 14).
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H0;
/ 2 GsH NADP* + H*
GPx GR
'\‘ GSSG NADPH
2 H,0

Figura 14. Oxidacion del GSH catalizada por la GPx y reduccion del GSSG catalizada
por la GR.

5.3.5. Histopatologia renal

Se usaron cortes de 3 um que se tifleron con H&E, donde la hematoxilina tifie los
ndcleos en morado y la eosina tifie de rosa el citoplasma y las membranas de las
células tubulares. De este modo, las secciones dafiadas son apreciables. Para la
cuantificacion del dafio, se seleccionaron cinco glomérulos en diferentes regiones de la
corteza renal de cada rifiébn, se contaron 10 tdbulos proximales alrededor de cada
glomérulo y, de estos, se contaron los tubulos dafiados. Se uso el paquete Leica QWin
(Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, RU) para analizar las

imagenes y cuantificar el area dafiada para cada tubulo proximal en el campo.

5.3.6. Deteccidn y cuantificacién de apoptosis

Las células en apoptosis se detectaron en el tejido mediante la técnica de marcaje de
extremos de “nicks” con dUTP mediado por la desoxinucleotidil transferasa terminal
(TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling).
Durante la apoptosis, el rompimiento en el ADN genémico puede dar lugar a fragmentos
de ADN de cadena doble de bajo peso molecular (mono y oligonucleosomas) y cortes
en cadenas sencillas (“nicks”) en ADN de alto peso molecular. Estos cortes se pueden
identificar por marcaje de los extremos 3’-OH libres con nucleétidos modificados en una
reaccion enzimatica (Roche, 2010). Los cortes histologicos de 3 pm contenidos en
laminillas se desparafinaron a 70°C durante 20 minutos y se hidrataron en un tren de
solventes que incluia xilol, xilol-etanol, etanol absoluto, etanol 90%, etanol 70% y agua,

en este orden. Luego se hizo recuperacion antigénica del tejido con citrato de sodio
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0.01 M pH 6.0 a 90°C durante 20 minutos, seguido de tres lavados con PBS pH 7.4 y
dos lavados con una mezcla de H,O, al 3% en metanol para eliminar la peroxidasa
endogena. Después de lavarse con agua destilada y con PBS, el tejido se bloque6 con
suero normal de cerdo (SNC) al 2% en PBS durante 1 hora en camara humeda.
Posteriormente, se llevd a cabo una nueva incubacién de 50 minutos a 37°C en
oscuridad, en mezcla de reaccion para TUNEL (Estuche para deteccion de muerte
celular In Situ, POD, Roche) que contiene la enzima desoxinucloetidil transferasa
terminal (TdT) y una mezcla de nucle6tidos marcados con fluoresceina. Después de 5
lavados de 5 minutos cada uno con PBS, los tejidos se incubaron 30 minutos a 37°C en
el reactivo convertidor-POD que contiene anticuerpo anti-fluoresceina conjugado a
peroxidasa de rdbano (HRP). Después de tres lavados con PBS, la frecuencia de
eventos de apoptosis se revela con DAB, sustrato de la HRP. Finalmente, se hace
contratincion con hematoxilina, deshidratacién del tejido con el mismo tren de solventes
que en la hidratacién inicial pero en sentido inverso y montaje de las laminillas para su
analisis. Las imagenes de los tejidos y la cuantificacion de las células positivas a
TUNEL (color café) se obtuvieron por analisis digital usando el sistema de escaneo

ScanScope® CS y el paquete Spectrum™ (Aperio, Vista, CA, EUA).

5.3.7. Evaluacion inmunohistoquimica del dafio por estrés oxidante/nitrante y de

la proliferacion celular (3-NT y PCNA)

El biomarcador estable de nitracion de proteinas e indicador de formacion de
peroxinitrito (ONOQ") 3-NT y el marcador de proliferaciéon celular PCNA se detectaron
mediante analisis de IHQ (Mihm et al., 1999; Xie et al., 2001). Usando cortes de 3 um,
se siguié el mismo protocolo que para TUNEL hasta la etapa del bloqueo con SNC,
pero en vez de incubar con TdT en mezcla de reaccion, los tejidos se incubaron toda la
noche con anticuerpo primario dirigido contra 3-NT o PCNA, en diluciones 1:250 y 1:500
en SNC (determinadas previamente en la estandarizacibn del ensayo),
respectivamente. Se incubaron tejidos adicionales con anticuerpos anti-lgG del mismo
isotipo de los anticuerpos primarios, como controles negativos. Cumplida esta etapa, los
cortes se sometieron a cinco lavados de 8 minutos con PBS y luego se incubaron con

anticuerpos secundarios biotinilados anti-raton (3-NT) o anti-conejo (PCNA) por 30
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minutos. Después de tres lavados de 5 minutos con PBS, los tejidos se incubaron por
30 minutos con estreptavidina conjugada a HRP. Después de tres lavados mas con
PBS, la prevalencia de 3-NT o PCNA se revel6 con DAB. Las laminillas se
contratifieron, se deshidrataron y se montaron para su analisis. Las imagenes de los
tejidos se obtuvieron con el sistema de escaneo ScanScope® CS (Aperio, Vista, CA,
USA). Las regiones inmunopositivas (color café) a 3-NT se cuantificaron mediante el
paquete Spectrum™ (Aperio, Vista, CA, EUA) y la cuantificaciéon de la proliferacion
celular se realiz6 por conteo de nucleos positivos a PCNA en 10 tubulos alrededor de

un glomérulo; se contaron un total de 5 glomérulos por tejido.

5.3.8. Determinacién de la actividad de enzimas antioxidantes

Actividad de CAT. Se basa en el cambio de la absorbancia, medida a 240 nm, debido
al decaimiento del H,O,, catalizado por la CAT (Aebi, 1984). Los resultados se
expresan en k/mg de proteina, donde k es la constante de reaccién de primer orden

determinada para la CAT.

Actividad de GPx. Se determiné de la misma manera que se hizo para las muestras de
plasma. La actividad se informa como unidades/mg de proteina, donde una unidad se

refiere a las ymol de NADPH oxidadas por minuto.

Actividad de SOD. Se determiné por el método descrito por Oberley y Spitz (1984),
cuyo principio es la reduccion del NBT a formazan, por O,". El O, es producido
mediante la reaccién de la xantina oxidasa (Figura 15). No obstante, el SOD presente
en la muestra captura el O, inhibiendo la reducciéon del NBT. Cuantificando por
colorimetria a 560 nm el formazan generado, se obtuvo la actividad de la enzima en
unidades de SOD/mg de proteina, donde una unidad de SOD se define como la
cantidad de SOD requerida para inhibir en un 50% la reduccion de NBT.

La actividad Mn-SOD se obtuvo adicionando ion cianuro al sobrenadante del
homogenado del tejido cortical, a una concentracion final de 2 mM, con lo que se inhibe
la Cu, Zn-SOD en mas del 90% y la Mn-SOD no se altera. Luego se determina la
actividad mediante generacion de O, y reduccion de NBT.

Mario Felipe Negrette Guzman — Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas - 2012




Efecto protector del sulforafano en la toxicidad tubular y la insuficiencia renal aguda
inducidas por gentamicina

}\Ji e :< 1.

4]
Hantina Acido trico
4 H
SO0
2 Ha O,
N,
o N, 0 0,
H,C ﬁ H5C
0 Ny 50, Y ) N—NH
. . —_— H
@—NH =N SOy QMH H=N
N, o =0
Mitroazul de tetrazolio o,

Formazan (360 nm)

Figura 15. Principio quimico aplicado en la determinacion de la actividad de SOD.

Actividad de GST. Se obtuvo cuantificando colorimétricamente a 340 nm, la formacién
del conjugado entre GSH y CDNB, catalizada por la GST (Figura 16). La actividad

enzimatica de la GST se expresa como pmol de conjugado/min/mg de proteina, bajo las
condiciones del ensayo (Habig et al., 1974).

5—X
o
COOH + REC1INETEN N_ _cooH
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CO0oH a
-2 4- o
Gilutation (GSH) I—Clurc}{::gétr;ful?tmmo Cilutation-S-conjugado

Figura 16. Conjugacion del GSH con el CNDB catalizada por GST.

Actividad de GR. La actividad de GR se determin6 de acuerdo al método descrito por
Carlberg y Mannervick (1975). GR convierte GSSG en GSH usando NADPH como

reductor (Figura 17). La disminucion de NADPH se midi6 colorimétricamente a una
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longitud de onda de 340 nm. La actividad se report6 como uymol de NADPH/min/mg de
proteina, bajo las condiciones del ensayo.

NADPH NADP® + H*
GR
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Figura 17. Reduccién de GSSG en la determinacién de la actividad de GR.

5.4.Anadlisis estadistico

Todos los resultados se expresan como el promedio + error estandar de la media (EEM)
de las observaciones. Los valores se analizan mediante analisis de varianza (ANOVA)
seguido por un test de comparaciones multiples de Bonferroni, usando el paquete
GraphPad PRISM version 5.00. Se consideran diferencias significativas los valores con
p=<0.05.

6. RESULTADOS
6.1.Estudio in vitro
6.1.1. El SFN incrementa la reduccién de MTT y protege las células LLC-PK1 de la

muerte inducida por GM

Resulta interesante, el incremento que se obtuvo en la reduccién de MTT en las células

incubadas solo con SFN a las concentraciones de 1-7.5 pM. La reduccion de MTT a 5
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UM fue 42.8% mayor que en las células sin tratamiento (Figura 18A). En este mismo
rango de concentracidon se observd un efecto protector del SFN (Figura 18B). El
tratamiento de 72 horas con GM redujo la viabilidad celular (expresada como porcentaje
de reduccién de MTT) hasta un 60.4%. La proteccion fue evidente, con viabilidades que
van desde el 83.9% hasta el 92.8% de reduccion de MTT con respecto al control. A la
concentracion de SFN de 5 pM se observo la mejor proteccion. A la concentracion de
10 uM no se observé aumento en la reduccion de MTT (Figura 18A) ni proteccion frente
al reto con GM (Figura 18B).
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Figura 18. (A) Efecto del SFN sobre la viabilidad de células LLC-PK1. Las células se
incubaron con SFN (1-10 uM) durante 96 h. (B) EI SFN previene la muerte celular
inducida por GM. Las células se incubaron con SFN (1-10 uM) por 24 h y luego se co-
incubaron con SFN (1-10 uM) y GM (8 mM) durante 72 h. Las células control se
incubaron sin SFN (A) o sin SFN y GM (B). La viabilidad celular es expresada como
reduccion de MTT. Los datos son promedio + EEM, n = 3. ANOVA de una via seguida
de prueba de comparaciones muiltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs. CT; *P<0.05 vs. CT;
P<0.01 vs. GM; “P<0.001 vs. GM.

6.2.Estudio in vivo

En la Tabla 4 se presentan el efecto del tratamiento SFN/GM sobre el gasto urinario
(normalizado con respecto al peso de los animales), el peso corporal, el peso del rifién
derecho y la relacion peso renal/peso corporal (PR/PC) de las ratas bajo estudio. No se

observaron diferencias en los valores de gasto urinario entre los grupos experimentales.
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Un ANOVA de una via y test de comparaciones mdultiples de Bonferroni ejecutados
sobre los pesos corporales para el primer dia de tratamiento no arroj6 diferencias
significativas a p<0.05. Adicionalmente, se realiz6 un ANOVA de dos vias y post-test de
Bonferroni para determinar si los diferentes tratamientos afectaron la tasa de variacion
de peso corporal y no se encontré un efecto significativo. El peso corporal al momento
del sacrificio tampoco presenté diferencias entre los grupos estudiados (Tabla 4).

Tabla 4. Gasto urinario, peso corporal, peso del riibn derecho y relacién peso
renal/peso corporal al final del tratamiento en los grupos estudiados.

CT SFN GM SFN+GM
Gasto urinario (mL/dia/100 g PC) 5.9+0.5 5.7t1.4 8.4+0.9 6.7t+1.1
Peso corporal (g) 238.915.1 227.0x4.4 226.0+4.0 222.2+3.4
Peso rifidn derecho (g) 0.89+0.02 0.91+0.03 1.13+0.04* 1.12+0.03*
Relacion PR/PC (%) 0.37+0.01 0.40+0.01 0.50+0.01* 0.50+0.01*

PR: peso renal; PC: peso corporal. Los datos son promedio + EEM (n=8-12). *P<0.001 vs. CT.

Al momento del sacrificio, el rifidn derecho de cada rata se removid y se peso. Se
encontré un aumento significativo en el peso promedio de los rifiones, asi como en la
relacion PR/PC, en las ratas de los grupos GM y SFN+GM, con respecto a los grupos
CT y SFN (Tabla 4). Esta observacion permitié vislumbrar un efecto de la GM sobre los

rinones de las ratas tratadas.

6.2.1. El tratamiento con SFN atenua la disfuncién y el dafio renal inducidos por

GM en ratas

Los niveles de creatinina en plasma aumentaron significativamente debido al
tratamiento con GM (Figura 19A). El grupo GM presentd un nivel de creatinina en
plasma 2.2 veces mayor que el del grupo control. La proteccion en la funcién renal
comienza a hacerse evidente con una disminucion de alrededor del 33% de la
creatinina plasmatica en el grupo SFN+GM con respecto al grupo GM (P<0.01 vs GM).
La tendencia observada es correspondiente con las que se obtuvieron para los
parametros depuracion de creatinina (Figura 19B), BUN (Figura 19C) y GPx en plasma
(Figura 19D). La depuracion de creatinina experimento una caida en el grupo de dafio

(GM) de un poco mas del 50% con respecto a las ratas tratadas con los vehiculos. El
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tratamiento con SFN en las ratas del grupo SFN+GM permitié una recuperaciéon de casi
un 75% de la capacidad de depuracion con respecto a las ratas control. La acumulacion
de nitrdgeno ureico en sangre, en el grupo de dafio alcanz6 aproximadamente el doble
del nivel presentado en el grupo control (P<0.001). En el grupo co-administrado con
SFN y GM hay una recuperacion parcial de los niveles de BUN (P<0.01 vs. GM). La
actividad de la enzima GPx experimenta una caida en el grupo GM de 1 U/mL con
respecto al grupo control. Sin embargo, en el grupo de co-administracion hay una
recuperacion parcial de la actividad, 75% la del control (P<0.01) y 33% mayor que en

GM (P<0.05). Las actividades de GPx en plasma de los grupos CT y SFN fueron

similares.
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Figura 19. Creatinina en plasma (A), depuracion de creatinina (B), BUN (C) y actividad
de GPx en plasma (D). Los datos son promedio + EEM. ANOVA de una via seguida de
prueba de comparaciones muiltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs CT; “P<0.01 vs GM.
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La excrecién urinaria elevada de proteinas totales (3.6 veces la del grupo CT) y de la
enzima lisosomal NAG (12.2 veces la del grupo CT) en el grupo GM dan cuenta del
marcado dafio tubular inducido por la GM (figura 20A-B). Hay una atenuacion
importante en la proteinuria y la excrecion de NAG debido al tratamiento con SFN,

hasta valores 41% y 66% respectivamente, menores que en el grupo GM (P<0.001).
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Figura 20. Excrecion urinaria de proteina total (A) y NAG (B). Los datos son promedio +
EEM. ANOVA de una via seguida de prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.
*P<0.001 vs CT y SFN; *P<0.001 vs GM.

6.2.2. El tratamiento con SFN disminuye las alteraciones histoldgicas renales

inducidas por GM

La tincion con H&E de los cortes renales obtenidos dan evidencia de un importante
dafio del tejido, situado principalmente hacia la corteza renal de las ratas del grupo GM.
El edema, visible en el tejido (cruz en la Figura 21D), apoya la idea de que el dafo es
predominantemente por necrosis tubular; sin embargo, se observan ndcleos pequefios
tefiidos intensamente con hematoxilina que indicarian también un fenotipo apoptotico
de muerte. Se puede apreciar pérdida de la superficie en forma de cepillo del epitelio de
tubulos proximales, asi como restos celulares y contenido citoplasmico en la luz tubular.
En algunos casos se encontré obstruccion total de los tubulos y pérdida completa de la
estructura (asteriscos en la Figura 21D), asi como aplanamiento de las paredes

tubulares (flechas en la Figura 21D).
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Figura 20. Histopatologia renal representativa de las ratas estudiadas (tincién con
H&E). Se observan secciones de la corteza renal con pérdidas en las estructuras en
borde de cepillo del epitelio de tibulos proximales en el grupo GM (C). Los asteriscos
representan obstruccion de la luz tubular o pérdida completa de la estructura tubular.
Las flechas indican aplanamiento de las paredes tubulares. La cruz indica edema.
Todas estas alteraciones se disminuyeron considerablemente en el grupo SFN+GM (D).
Los grupos CT (A) y SFN (B) mostraron histologias normales (40X).

El porcentaje cuantificado de tubulos afectados fue de aproximadamente el 88% y el de
area dafiada por tubulo fue del 71% (Figura 22A-B). En el tejido del grupo SFN+GM el
dafio se manifesté en alrededor de un 31% de los tubulos cuantificados y el area
dafada por tubulo fue del 17%, con diferencias significativas a P<0.001. También en los
rilones de ratas tratadas con GM y SFN, se percibieron células de mayor tamafio y
algunos nucleos presentaron una apariencia pre-mitotica. Las secciones examinadas de
las ratas de los grupos CT y SFN presentaron histologias normales sin alteraciones
estructurales (Figuras 21A 'y 21B).
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Figura 22. Porcentajes de tubulos dafiados (A) y area dafiada por tabulo (B). CT y SFN
no presentaron tubulos dafiados. Los datos son promedio + EEM. ANOVA de una via
seguida de prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. *P <0.001 vs GM.

6.2.3. El SFN reduce la muerte tubular apoptética inducida por GM en ratas

En la figura 23C se pueden apreciar células tubulares -e incluso glomerulares- positivas
a TUNEL en el grupo de ratas tratadas solo con GM. Se observan nucleos tefiidos
intensamente representando apoptosis temprana, asi como tincion citoplasmica mas
tenue que evidencia células apoptoéticas en una fase mas tardia. La positividad TUNEL,
expresada como densidad total de tincién en 10° pm? es mayor en el grupo GM,
aproximadamente 3,3 veces, con respecto al grupo CT; mientras que en el grupo
SFN+GM, la densidad es 1.6 veces mayor, con una diferencia significativa a P<0.01,

con respecto al grupo GM y sin diferencias con respecto al control (Figura 24).

6.2.4. El SFN disminuye la nitracion de proteinas inducida por GM en ratas

Fue evidente la mayor inmunotincién de 3-NT en el grupo GM con relacién al grupo
control. Esta estuvo mas localizada hacia los tubulos proximales e incluso se puede
observar inmunotincién en el epitelio parietal de Bowman (Figura 25). También es
notable que en el grupo en el que se co-administr6 GM y SFN, el marcaje 3-NT es
menor con respecto al grupo de administracion de GM solamente. La densidad de
tincion en el grupo GM fue aproximadamente seis veces la observada en el grupo CT y

aproximadamente 14 veces la observada en el grupo SFN+GM (P<0.05, Figura 26).
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Figura 23. Deteccidén de apoptosis por TUNEL. Las secciones de corteza renal de las
ratas tratadas con GM muestran nucleos intensamente tefiidos, indicando células
tubulares en apoptosis temprana (C). Se ven varios ndcleos positivos a TUNEL en los
glomérulos (C). La tincion méas débil representa células en fases mas tardias de la
apoptosis. La apoptosis fue atenuada significativamente en el grupo SFN+GM (D). Las
secciones renales de los grupos CT (A) y SFN (B) muestran tincion basal (40X).
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Figura 24. Andlisis cuantitativo de apoptosis, detectada por TUNEL en tejido de ratas
tratadas con GM y SFN. La inmunotincion se expresa como densidad total de tincion en
10° pm? x 10°. Los datos son promedio + EEM. ANOVA de una via seguida de prueba
de comparaciones mdltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs CT y SFN; *P<0.001 vs GM.
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Figura 25. Deteccién inmunohistoquimica de 3-NT. Es notable la immunoprevalencia
de 3-NT en el grupo GM (C), con respecto a los grupos SFN+GM (D), CT (A) y SFN (B).
Esta se expreso principalmente en el epitelio tubular y en el epitelio parietal de Bowman

(40X).
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Figura 26. Cuantificacién de la inmunotincion contra 3-NT en tejido de ratas tratadas
con GM y SFN, expresada como densidad total de tincion en 10° um? x 10°. Los datos

son promedio +

EEM. ANOVA de una via seguida de prueba de comparaciones

multiples de Bonferroni. *P<0.05 vs CT; *P<0.05 vs GM.
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6.2.5. La actividad de las enzimas CAT y GPx se preserva parcialmente en ratas
tratadas con GM y SFN

Se observé una disminucion importante en la actividad de CAT en rifion de las ratas del
grupo GM con respecto al grupo CT (P<0.001). El tratamiento con SFN en el grupo
SFN+GM restablecio parcialmente la actividad hasta aproximadamente un 71% de la
observada en el grupo CT (P<0.05 vs. GM; Figura 27A). Un comportamiento similar se
observa con la GPx renal en el grupo de ratas tratadas con GM (Figura 27B). La
actividad disminuye de manera significativa, hasta aproximadamente un 68% de la
actividad observada en el grupo CT (P<0.001). Se consigue una recuperacion parcial de
la actividad de GPx mediante el tratamiento con SFN; en el grupo SFN+GM la actividad
es 23% mayor que en el grupo GM (P<0.05).
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Figura 27. Actividades enzimaticas de CAT (A) y GPx (B) en rifidon. Los datos son
promedio+tEEM. ANOVA de una via seguida de prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni. *P<0.001 vs CT; *P<0.05 vs GM.

La Tabla 5 presenta los resultados obtenidos para la actividad de otras enzimas
antioxidantes de la corteza renal. La actividad SOD total, la enzima mitocondrial Mn-
SOD y GST no presentaron alteraciones por el tratamiento con GM. Sélo la actividad de
GR resulto disminuida en aproximadamente un 16% con respecto al grupo CT (P<0.05),
sin que el tratamiento con SFN en el grupo SFN+GM consiguiera amortiguar este

descenso.
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Tabla 5. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD total, Mn-SOD, GST y GR en
corteza renal de las ratas bajo estudio.

CT SFN GM SFN+GM
SOD total (U/mg de proteina) 45.8+0.9  465+14  47.3x1.2 47.7415
Mn-SOD (U/mg de proteina) 18.2+0.5 19.5+1.1 19.6+0.8 18.9+1.7

GST (umol/min/mg de proteina) 0.15x0.00 0.14+0.00 0.13%0.00 0.14+0.01
GR (umol/min/mg de proteina) 0.19+0.01 0.19+0.01 0.16x0.01* 0.17x0.01

SOD: superéxido dismutasa; Mn-SOD: superdxido dismutasa manganeso (mitocondrial); GST: glutatién
S-transferasa; GR: glutation reductasa. Los datos son promedio + EEM (n=8-10). *P<0.05 vs. CT.

6.2.6. EI SFN aumenta la tasa de regeneracion tubular en riiédn de ratas

nefrotdxicas tratadas con GM

El marcador de proliferacion celular, PCNA, presentdé mayor inmunitincion en el grupo
SFN+GM que en las ratas del grupo GM (Figuras 28C, 28D y 29). La regeneracion
celular fue mas evidente en tubulos de la corteza renal. Si bien se aprecia un buen
namero de nudcleos tefidos en el grupo GM (Figura 28C), no resultaron diferencias
significativas con respecto al grupo CT (Figura 29). El tratamiento s6lo con SFN no
tiene ningun efecto en la proliferacion de células del parénquima renal (Figuras 28B y
29).

7. DISCUSION

Velasco-Veladzquez y colaboradores (2006) obtuvieron una disminucién en la viabilidad
celular (determinada mediante el método de cristal violeta) de la magnitud observada en
este ensayo usando el mismo protocolo de 72 horas de tratamiento con GM. Resulta
llamativo el aumento que se ve en la reduccion de MTT en los grupos tratados so6lo con
SFN, excepto a una concentracion de 10 uM. Se ha observado que el SFN en bajas
dosis promueve la proliferacion de células troncales mesenquimales humanas, mientras
gue a altas dosis tiene efectos citotéxicos (Zanichelli et al., 2012). Inicialmente, podria
inferirse que el efecto protector que se observa se debe a un aumento en la
proliferacion celular provocado por el SFN, sin embargo, es preciso determinar esto

evaluando la proliferacion celular mediante una técnica adecuada para establecer si
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existe tal aporte. Si bien los ensayos basados en la reduccion de MTT se usan
ampliamente para medir el potencial citotoxico de un compuesto y son aceptados en la
deteccién de pérdidas en la supervivencia/viabilidad celular, estos miden la funcion
mitocondrial (Sumantran, 2011). Es posible que el efecto que se esté observando en
los grupos de incubacion con sélo SFN, sea un aumento en la funcién mitocondrial o
quizas un aumento en la biogénesis mitocondrial, y que esto pueda estar mediando la
proteccion celular. Ya se ha planteado que la biogénesis mitocondrial puede ser
mediada también por el factor Nrf2 (MacGarvey et al., 2012; Piantadosi et al., 2008), sin

embargo, aun no se ha determinado que el SFN induzca tal efecto.

Figura 28. Deteccion inmunohistoquimica de PCNA. Se observan células de tubulo
proximal positivas a PCNA en el grupo GM (C), sin que haya diferencias con respecto a
CT (A) y SFN (B). En el grupo SFN+GM (D) se puede observar un nimero mayor de
células positivas (40X).

En el estudio in vivo, se observa claramente el efecto nefrotoxico de la GM, traducido
en una alta excrecion de NAG, sefales histolégicas de dafio, apoptosis e
inmunodeteccion de proteinas nitradas, localizados principalmente en tdbulos

proximales (corteza renal) de ratas del grupo GM. Se confirma que la disfuncién renal
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es mediada por toxicidad tubular proximal directa, lo que concuerda con los reportes de
nefrotoxicidad especifica de los aminoglicésidos hacia el segmento S;-S, de los tibulos
(Cristofori et al., 2007). Adema4s, se encontr6é que la GM induce un aumento en el peso
renal que puede relacionarse con el edema provocado por la predominante necrosis
tubular. Este hallazgo estd en acuerdo con informes previos (Murakami et al., 1998;
Said, 2011). En general, se observé una clara atenuacion del dafio renal y un

mejoramiento en la funcidn renal en las ratas co-administradas con SFN y GM.

15+

104

PCNA
(% nucleos positivos)

T

T

n=4 | fn=a| |n=a] |n=4
U L 1 '
CT  SFN  GM SFN+GM

Figura 29. Cuantificacion de la inmunotincion contra PCNA en tejido de ratas tratadas
con GM y SFN, expresada como porcentaje de nucleos positivos a PCNA. Los datos
son promedio + EEM. ANOVA de una via seguida de prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni. *P<0.05 vs GM.

El mayor numero de células tubulares en regeneracion visto mediante examen
histolégico y confirmado mediante inmunohistoquimica de PCNA en los cortes de ratas
co-tratadas con SFN y GM, se suma al indicio de proliferacion celular que se observa
con los aumentos en la viabilidad (reduccién de MTT) de las células tratadas so6lo con
SFN. Sin embargo, los argumentos para concluir que el efecto protector observado en
ratas ocurri6 por un aumento en la proliferacion de las células tubulares no son
completos. Xie y colaboradores (2001) observaron que después de un insulto con GM
(150 mg/Kg/dia) via SC durante cinco dias en ratas Wistar, el rindbn comienza a
recuperarse y a mostrar células positivas a PCNA el sexto dia después de la primera
inyeccion, con una mayor expresion sobre el décimo dia. Es posible que el SFN, tras su

efecto protector, soOlo esté adelantando este periodo de recuperacion, que
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eventualmente ocurriria sin el tratamiento con SFN. Como ya se menciond, un ensayo
de proliferacion celular en cultivo permitiria corroborar si existe mediacion de una

induccion en la proliferacion celular.

Aungue no se establecidé que la muerte apoptotica observada en tibulos de la corteza
renal se diera a través de la ruta intrinseca mitocondrial, los reportes que sefialan a la
mitocondria como blanco de la GM en la nefrotoxicidad (Lopez-Novoa et al., 2011;
Morales et al., 2010) y los informes de preservacion de la funcion mitocondrial del SFN
en diferentes modelos de nefropatia (Gaona-Gaona et al., 2011; Guerrero-Beltran et al.,

2010), permiten sugerir que el SFN estaria previniendo la apoptosis intrinseca.

La menor abundancia de proteinas nitradas en el grupo de ratas SFN+GM con relacién
al grupo GM, permite hacer algunas aproximaciones: el ONOO™ puede reaccionar con
diferentes biomoléculas incluyendo residuos de aminoacidos tales como cisteina,
metionina, triptdfano y tirosina, provocando cambios en la estructura y la funcion
proteica. Se genera a partir de la reaccion entre el O,™ y el 6xido nitrico (NO’) (Chirino
et al.,, 2004). Estad plenamente demostrado que en la toxicidad renal de la GM estan
implicadas la produccion mitocondrial de O, y la produccién de NO' a través de la
induccion de la Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), mediada por el factor
transcripcional NF-kB (Manikandan et al., 2011; Pedraza-Chaverri et al., 2004). Es
posible que el efecto nefroprotector del SFN pueda estar relacionado con una inhibicién
en la producciéon mitocondrial de O, inducida por GM. Si bien en este estudio no se
detectaron alteraciones significativas en la actividad de la enzima antioxidante Mn-SOD
ni en la actividad SOD total, en ninguno de los grupos experimentales (Tabla 5), si se
informaron anteriormente deficiencias en la Mn-SOD en rifiones de ratas tratadas con
GM (Maldonado et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2000). No obstante, se ha
observado previamente el efecto protector del SFN en la actividad de enzimas
citoprotectoras renales en modelos de toxicidad que involucran dafio mitocondrial
(Guerrero-Beltran et al., 2010). Por otra parte, el efecto nefroprotector del SFN también
puede atribuirse, por lo menos en parte, a su actividad inhibitoria de NF-kB (Guerrero-

Beltran et al., 2012; Song et al., 2009), controlando asi la produccién de NO'.
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Se ha demostrado que la actividad de CAT resulta afectada por su alta susceptibilidad a
la carbonilacion mediada por las ERO (Pena et al., 2011) y que GPx puede inactivarse
por NO', compuestos carbonilicos o una disminucién en el nivel de GSH (Kinter y
Roberts, 1996; Miyamoto et al., 2003). Sin embargo, debe considerarse y discutirse la
posibilidad de que las caidas en la actividad enzimatica de CAT y GPx, observadas en
este estudio, se relacionen con el grado de dafio tisular y la consecuente disminucion
de células y estructuras celulares funcionales en el tejido. En este sentido, el alto
porcentaje de tubulos dafiados y de area dafiada por tdbulo (88% y 71%,
respectivamente), no es consistente con la pérdida de actividad enzimética, que fue de
alrededor del 30% en ambas enzimas. Deberia observarse un patrén similar con las
enzimas SOD, Mn-SOD y GST, pero en este estudio, no presentaron cambios en
ninguno de los grupos (Tabla 5). A este respecto, medir actividades enzimaticas en
tubulos proximales aislados, seria una practica recomendable. Como se observa en los
resultados de histopatologia, TUNEL e IHQ para 3-NT, el dafio se concentra en las
estructuras tubulares. Se podria estar desestimando el aporte glomerular a la actividad
enzimatica total de la corteza renal, cuando se analiza una correlacion con el tejido

renal afectado.

La Figura 30 resume algunos de los aspectos discutidos hasta aqui, que podrian estar
involucrados en el efecto renoprotector del SFN, observado en estos modelos de

estudio.

8. CONCLUSIONES

El SFN protege las células epiteliales de tubulo proximal renal de la linea LLC-PK1 de la
muerte inducida por el antibiético GM cuando se incuba 24 horas antes y durante 72
horas de exposicion al antibiético. ElI SFN protegi6é las células cuando se incubd en
concentraciones de 1, 3, 5y 7.5 uM, presentando su mejor nivel de citoproteccién a 5.0
HM.

El tratamiento con SFN administrado en dosis de 1 mg/Kg/dia durante cuatro dias

atenula el dafio y las alteraciones en la funcion renal, las alteraciones histologicas, la
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muerte tubular apoptotica, el dafio oxidante/nitrante y la caida en la actividad de las
enzimas antioxidantes renales CAT y GPx inducidos por GM (70 mg/Kg/12 h durante 4
dias) en ratas Wistar. Ademas, el SFN permite una regeneracion mas rapida del

parénquima renal cortical.

Figura 30. Posibles mecanismos involucrados en la proteccion del SFN en la
nefrotoxicidad inducida por GM. BM: biogénesis mitocondrial; EAO: enzimas
antioxidantes; ERO: especies reactivas de oxigeno; CTE: cadena de transporte de
electrones; GM: gentamicina; iINOS: sintasa del 6xido nitrico inducible; NF-kB: factor
nuclear kappa B; NRF 1: factor nuclear respiratorio 1; Nrf2: factor 2 relacionado a NF-
E2; PMM: potencial de membrana mitocondrial; SFN: sulforafano; TPM: transicion de la
pearmibilidad mitocondrial; ¢?: mecanismo pobremente entendido.

Es posible que la citoprotecciébn observada esté soportada total o parcialmente en
eventos de proliferacion de células tubulares y/o de biogénesis mitocondrial. Sin

embargo, estos aspectos deben ser estudiados con mas detalle.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar en cultivos celulares la produccion celular de ERO, pero especialmente la
generacién mitocondrial de O,", y la de NO" mediada por iNOS y NF-kB, para asi
evaluar la participacion de estos eventos en la prevencion de la muerte celular.
También evaluar el potencial de membrana mitocondrial (PMM) y la induccién del poro
TPM, mecanismos que, se demostraron anteriormente, median la muerte celular

inducida por GM.

Evaluar si el SFN induce la biogénesis mitocondrial a través del factor transcripcional
Nrf2 y si esta se encuentra involucrada en la prevencion de la muerte tubular inducida
por GM. Este estudio, podria incluso hacerse extensivo a otros antioxidantes que
inducen la traslocacion nuclear de Nrf2, como la curcumina y el &cido
nordihidroguayarético (NDGA). Es importante verificar que la prevencion en la muerte
tubular apoptética se da de manera dependiente de la mitocondria. Esto puede hacerse

estudiando la expresion de caspasas 3y 9, entre otros marcadores.

Paralelo a los estudios de biogénesis mitocondrial se deben llevar a cabo estudios de
proliferacion celular inducida por SFN en cultivo. De observarse un aumento en la
proliferacion celular mediado por el SFN, seria interesante iniciar un estudio de los

mecanismos Y rutas implicadas en este efecto.
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