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RESUMEN

INTRODUCCION. E| estrés oxidante es un mecanismo
muy importante durante la progresion de enfermedades
neurodegenerativas, en el cancer e incluso en procesos de
envejecimiento. El estrés oxidante es una condicion muy
frecuente en el rindn, ya que este 6rgano es el encargado
de filtrar la sangre en nuestro cuerpo. El acido
nordihidroguayarético (NDGA) es un compuesto con
propiedades antioxidantes ampliamente utilizado en la
medicina tradicional para tratar diversas enfermedades;
entre ellas las enfermedades renales, como son la
eliminacion de los calculos. Sin embargo, también el
tratamiento cronico de este compuesto se ha asociado a
nefrotoxicidad. JUSTIFICACION. Es necesario hacer mas
estudios tanto /in vivo como in vitro que nos permitan
dilucidar el mecanismo de accion antioxidante del NDGA.
Por ejemplo, estudiar el efecto que tiene este compuesto
ante un dano renal agudo causado por la I/R 6 a la
gentamicina, mas aun en un modelo in vitro, podriamos
determinar la activacion de alguna de las vias de
sefalizacion que participan en el efecto citoprotector del
NDGA. HIPOTESIS. Si el antioxidante NDGA es capaz de
reducir las especies reactivas de oxigeno y/o activar
enzimas citoprotectoras entonces sera capaz de disminuir el
dafo renal agudo producido por la I/R 6 la gentamicina.
Ademas, podria inducir alguna via de sobrevivencia celular
que participe en este efecto citoprotector. OBJETIVOS.
Evaluar el efecto renoprotector del NDGA en modelos de
insuficiencia renal aguda y determinar la posible
participacion de alguna via de sefnalizacion celular de
sobrevivencia en células en cultivo. METODOLOGIA. Se
utilizaron 4 grupos (CT, NDGA, I/R e I/R+NDGA) de ratas
macho de la cepa Wistar. Se les administré6 3 veces el
NDGA por via intraperitoneal en una dosis de 10 mg/kg/dia,
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empezando 48 h, 24 h y 2 h antes de inducir el dafio renal
agudo debido a un periodo de 30 min de isquemia
(eliminacion del rindn derecho) y el bloqueo sanguineo de la
arteria renal izquierda, seguido de un periodo de 24 h de
reperfusion; para el modelo de gentamicina se utilizaron los
mismos grupos arriba sefalados con una administracion de
dos dosis de 80 mg/kg por un intervalo de 12 horas por 4
dias de forma subcutanea. Para los experimentos in vitro,
se utilizdé una concentracion de 15 uM de NDGA a diferentes
tiempos. RESULTADOS. El tratamiento con el NDGA
disminuyo la disfuncion renal (BUN y creatinina en plasma),
marcadores de estrés oxidante (3-NT, 4-HNE y MDA),
actividad enzimatica (GPx, GST y CAT), la disfuncion
mitocondrial (Edo. 3, actividad del complejo |) y el contenido
mitocondrial de marcadores de estrés (MDA y 4-HNE) por el
dano inducido por la I/R y también disminuyo la disfuncion
renal (BUN y creatinina en plasma, proteinuria) asi como
una disminucion de area necrotica inducida por gentamicina.
Por otro lado, el NDGA previno de la produccidon de estrés
oxidante (ROS y O27), de la despolarizacion de la
mitocondria, e indujo que el factor transcripcional Nrf2 (gen
maestro de la regulacién de estrés oxidante), migrara del
citoplasma al nucleo, con la consecuente induccién de la
expresion del gen citoprotector HO-1. Es muy notable
indicar que encontramos una via de citoproteccion
(PIBK/AKT/GSK3p) inducida por el NDGA, pero que es
independiente del correpresor Keap1. CONCLUSION. Los
resultados indican claramente que el NDGA tiene efectos
renoprotectores in vivo e induce la expresion del gen HO-1 a
través del factor transcripcional Nrf2 en MEF y en la linea
celular. PERSPECTIVAS. Determinar el efecto que tiene
Nrf2 en la insuficiencia renal aguda in vivo, a través de
ratones que carecen de este factor transcripcional. También,
seria interesante estudiar con mayor detalle el mecanismo
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citoprotector del NDGA en el dafno renal inducido por
gentamicina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. The oxidative stress is involved in the progression
of several diseases including renal diseases. Nordihydroguaiaretic
acid (NDGA) is a potent antioxidant compound found in the long-lived
creosote bush. The plant has been used to treat a variety of illnesses
including infertility, inflammation and gallbladder and kidney stones.
JUSTIFICATION. Additional studies, both in vivo and in vitro, are
required to further explore the mechanism of the antioxidant action of
NDGA. HYPOTHESIS. If the antioxidant NDGA is able to reduce
reactive oxygen species and/or induce cytoprotective enzymes, then
it will be able to reduce the damage produced by acute renal failure
(ARF) induced by ischemia and reperfusion (I/R) or gentamicin. It can
be also induce a cell survival pathway involved in this cytoprotective
effect. OBJECTIVE. To evaluate the renoprotective effect of NDGA
on rats with acute renal damage induced by I/R or gentamicin and to
evaluate any signaling pathway involved in the cytoprotective effect of
NDGA. EXPERIMENTAL DESIGN. NDGA was given to Wistar rats at
a dose of 10 mg/kg/per day/three days. The kidneys were obtained
24 h after the last dose. The LLC-PK1 and murine embryonic
fibroblast (MEFs) were used for in vitro studies, the NDGA was used
at 15 uM. RESULTS. Treatment with NDGA decreased ARF-induced
oxidative stress and mitochondrial dysfunction. Moreover, NDGA
induced Nrf2 nuclear translocation in rats” kidney. On the other hand,
in vitro the NDGA prevented H,O.-induced oxidative stress and
mitochondrial depolarization. In addition, the PI3K/AKT pathway was
involved in the NDGA-induced cytoprotection and HO-1 expression.
Finally, it was found in MEFs that the GSK-38 pathway regulates the
expression of Nrf2 and HO-1. CONCLUSIONS. NDGA has
cytoprotective effects in vivo and in vitro.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estrés oxidante y los mecanismos de defensa antioxidante:

El oxigeno molecular (O;) es uno de los gases mas abundante en
la tierra, constituye el 21 % de la atmésfera y casi todos los seres
vivos lo utilizan para respirar y obtener energia. A partir de esta
molécula, durante la respiracion celular, se forman moléculas mas
reactivas que se le conocen como especies de oxigeno reactivas
(ERO) [Han et al., 2008]. Cada vez la investigacién nos va revelando
la gran transcendencia que tienen los radicales libres en la biologia
de los organismos; éstos pueden ser producto del metabolismo del
oxigeno o del metabolismo del nitrgeno y son conocidos como
especies reactivas del nitrégeno (ERN). Las especies reactivas tanto
de oxigeno como las de nitrédgeno son producidas a partir de
diversas condiciones: |) debido a la exposicion de rayos UV, rayos X
y rayos gamma; |lI) durante las reacciones catalizadas por los
transportadores de electrones de la mitocondria; Ill) por reacciones
catalizadas por metales; |IV) durante la inflamacion por células
especializadas como los macrofagos; y ademas, V) estan
presentes en los contaminantes atmosféricos [Beckman et al., 1998;
Han et al., 2008]. Es notorio sefalar que las ERO regulan diversos
procesos fisiologicos, aunque la pérdida de la homeostasis tiene
consecuencias dafiinas para el mismo organismo [Gutteridge et al.,
2000; Gutteridge et al., 2010].

Cuando las células no pueden controlar la homeostasis redox, y
como consecuencia se elevan los niveles de ERO, se produce un
fendmeno bioldgico conocido como estrés oxidante, el cual favorece
la oxidaciobn de macromoléculas celulares teniendo como
consecuencia final, la muerte de la célula. Para mantener la
homeostasis redox, las células aerdbicas han desarrollado un
sistema antioxidante que incluye a una gama de genes
citoprotectores como hemo-oxigenasa-1 (HO-1), por mencionar un
ejemplo [ltoh et al., 1999; Rushmore et al., 2002].

Cuando el O, acepta un electrén, el primer producto que se forma
es un radical libre (posee un electron desapareado), conocido como
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anion superoxido (O,7). La adicion de otro electrén produce el ion
peroxido; finalmente, el ambiente celular trata de contrarestar la
presencia de radicales libres y le agrega un protén al peroxido para
generar el peroxido de hidrégeno (H,0O,), compuesto que es estable
dentro de la célula [Gutteridge et al., 2010]. EI H,O, acepta de forma
relativamente facil un electron generando el radical hidroxilo (OH), y
el idn hidroxilo (OH"). Finalmente, el OH" se protona para formar
agua, y, el OH acepta un electron y un atomo de hidrégeno (H")
formando también agua. Una ERO conocida como oxigeno en
singulete ('O, ) se forma cuando el O, absorve energia y desaparea
uno de sus electrones. De esta forma, la célula regula de una forma
elegantemente sencilla la formaciéon de compuestos estables. Las
ERO pueden ser de dos tipos: radicales libres y no radicales (Tabla

1).

Tabla 1. Clasificacion de las ERO en radicales libres y no
radicales.

Radicales Libres No radicales

0., Anién superoxido H20, Peroxido de hidroégeno
‘OH Radical hidroxilo '0, Oxigeno en singulete
'0, Oxigeno en singulete

NOTA: El oxigeno en singulete ('O,) presenta dos formas, una que
es radical libre debido a que conserva dos electrones desapareados
en su ultimo orbital y la otra forma donde estos electrones estan
apareados.

El H,O, es un compuesto oxidante débil. En 1984 Fenton describio
que el H,O, puede reaccionar con algunos metales de transicion

como Fe* y Cu* generando OH, mecanismo conocido como
reaccion de Fenton:

H,O, + Fe?*/Cu* —» Fe®*/ Cu?" + 'OH + OH"
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En presencia del O, los iones oxidados de los metales de
transicion son reducidos por el O, y reciclados para volver a
reaccionar:

0, + Fe*'/cu®* — Fe*/Cu* + 0,

Ambas reacciones acopladas se conoce como el ciclo de Haber-
Weiss.

H,0, + O," “ep 0O, +'OH + OH’

El 'OH es la especie de oxigeno mas reactiva, por lo que
reacciona practicamente con casi todas las moléculas de la célula.

1.2 Producciéon de ERO en los seres vivos:

El O, es una molécula necesaria para la sobrevivencia de los
organismos aerobicos, sin embargo, en este proceso se forman
moléculas inestables conocidas como ERO. Los organismos
necesitan de ATP para practicamente todas sus funciones; la cadena
de transporte de electrones brinda componentes necesarios para la
formacion del ATP, sin embargo, también produce el radical libre,

O,", que es la principal fuente de produccion de este radical en los
seres vivos [Gutteridge et al., 2010]. La cadena de transporte de
electrones es la encargada de acarrear los electrones al complejo
citocromo c oxidasa para reducir el O, en H,O. Aunque la principal
fuente de produccion de O, es la cadena repiratoria, existen
enzimas como la oxidasa del NADPH vy la oxidasa de xantina que lo
producen en menor cantidad [Cochemé et al., 2010; Maher et al.,
2010].

La superoxido dismutasa es la enzima encargada de dismutar el

O,", produciendo H,0,. Otras fuentes también son productoras de
H,O, como son: 1) en la degradacién de acidos grasos, aminoacidos
y las bases nitrogenadas; 2) en la fotosintesis; 3) en la
fotorespiracion de las plantas; y, 4) en la radidlisis del agua [Stocker
et al., 1991]. En mamiferos, tanto las células con capacidad de
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fagocitosis como las que no poseen esta capacidad, son lugares de
produccion del H,O,; dentro de las primeras, la oxidasa de NADPH
encontrada en su membrana es la encargada de producir el H,O,, y
en las segundas, la oxidasa es diferente [Spector A, 1991]. En el
plasma sanguineo y en tejidos oculares de los humanos la oxidacién
del glutatiéon y de la vitamina C genera el H,O, [Long et al., 2000;
Spector A, 1991].

En los seres vivos el 'O,se forma mediante reacciones de
fotosensibilizacion en las que intervienen moléculas como los
pigmentos y sus derivados. En la reaccion de Haber-Weiss, la

dismutacion espontanea de O,”, pruduce el 'O, [Spector A, 1991].

Niveles altos de ERO causan diversos dafios a las células; y cada
vez existen mas evidencias que indican una asociacion directa en la
etiologia de diversas patologias como enfermedades
neurodegenerativas, aterosclerosis, diabetes y cancer [Cooke et al.,
2003; Klein et al., 2003]. Cada vez mas se utilizan compuestos con
propiedades anti-oxidantes que pueden ayudar a prevenir o
disminuir los efectos del estrés oxidante en estas condiciones de
enfermedad [Arteaga et al., 2005].

Diversos estudios in vitro demuestran que varias cinasas,
entre ellas las vias reguladas por respuestas a estrés como las
MAPK (proteinas cinasas activadas por mitégenos): p38, Erk 1/2 y
JNK; regulan la expresion de genes que poseen en su promotor uno
o varios elementos que responden a antioxidantes [Haagenson et
al., 2010; Myatt 2010]. También, se ha implicado a la via de
transduccion de sefiales conocida como la de sobrevivencia celular,
PISK/AKT (phosphatidy! inositol 3-kinase) en la regulaciéon de estos
elementos [Kang et al., 2000; Dieter et al., 2001]. Ademas, la
proteina cinasa C (PKC), también participa en la induccidén de genes
citoprotectores con secuencias AREs presentes en sus promotores
[Huang et al., 2000].

Los antioxidantes y xenobdticos permiten la disociacion del
factor transcripcional Nrf2 de Keap1 resultando en la estabilidad y
migracion nuclear de Nrf2. Permitiendo que Nrf2 se una a los AREs
de los promotores de enzimas de fase Il, como por ejemplos:
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NAD(P)H:quinona oxidoreductasa, gltutation S-transferasa, sintetasa
de glutation, sintetasa de 6-glutamylcisteina y hemo-oxigenasa 1
(HO-1); favoreciendo la transcripcion de estos genes [Dinkova-
Kostova et al., 2001; Dinkova-Kostova et al., 2002; Igbal et al.,
2003]. El factor Nrf2 se degrada por el proteosoma, ya que Keap1
recluta a la E3-ubiquitin ligasa, favoreciendo que este complejo se
degrade por el proteosoma 26S [Dinkova-Kostova et al., 2002].

1.3 Sistemas de antioxidantes :

La proteccion celular contra el dafio toxico oxidante y electrodfilo
esta dado por dos tipos de moléculas antioxidantes:
A) Antioxidantes directos, son moléculas que participan
directamente en las reacciones quimicas, por lo que sufren
modificaciones quimicas en su estructura y necesitan ser
remplazados o regenerados;
B) Antioxidantes indirectos, son compuestos o moléculas que no
participan directamente en las reacciones quimicas, se ha propuesto
que ejercen su funcion a través de la via Nrf2/Keap1/ARE, la cual
participa activamente en la induccion de genes citoprotectores de
fase Il, siendo estas enzimas que actuan cataliticamente para la
eliminacion de compuestos toxicos [Dinkova-Kostova et al., 2008]

1.3.1 Antioxidantes no enzimaticos:

Existen moléculas que permiten eliminar o disminuir el efecto
dafino de las ERO.

Un antioxidante es una molécula o sustancia que cuando esta
presente a concentraciones bajas comparadas con un sustrato
oxidable, retarda o previene significativamente la oxidaccion de ese
sustrato [Dinkova-Kostova et al., 2008]

Un antioxidante no enzimatico: son moléculas que incrementan
la capacidad del organismo de eliminar las ERO. Entre estas
encontramos:

Vitamina C (Acido Ascérbico): Se caracteriza por neutralizar 'O,
O,” y H;O, generando un radical ascorbilo, el cual puede ser
reciclado a acido ascoérbico por el sistema reductor
tiorredoxinaltiorredoxina reductasa (reaccion 1); es un compuesto
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hidrosoluble que se localiza en fluidos extracelulares [Victor et al.,
2011].

Asc + OH ~PAsc™ + H,0, Asc” + Trd (reducida) ~—PAsc + Trx (oxidada) Reaccién 1

Vitamina E (a-tocoferol): Esta vitamina se encuentra principal-
mente en las membranas de las células y su principal funcion es
mantener la integridad de la membrana. Esta vitamina tiene la
capacidad de bloquear la lipoperoxidacién, ya que reacciona
directamente con los lipoperoxidos y los alcoxilos (reaccion 2)
[Burton et al., 1982], también se ha reportado que neutraliza y
captura el '0,,0H, H,0, v O,” y se le considera el principal
antioxidante liposoluble en los seres vivos.
o-TocH + LOy; —» a-Toc + LO,H Reaccién 2

Glutation reducido (GSH): Es considerado el principal antioxidante
de la célula, esta formado por los aminoacidos acido glutamico,
glicina y cisteina; este tripéptido tiene la capacidad de reaccionar con
las ERO, donandoles electrones e impidiendo la oxidacién de los
grupos sulfhidrilo (SH) de las proteinas celulares. La capacidad
antioxidante del GSH se debe al grupo tiol de la cisteina del
tripéptido (esquema 5) . La concentracion de GSH en la célula es
relativamente alta (5 mM en higado), lo que hace que reaccione con
relativa facilidad con otra molécula de GSH formando GSSH. Asi
que el GSH puede ser regenerado mediante la enzima glutation
reductasa (GR). Tanto en reacciones de conjugacion como de
reduccion el GSH es un sustrato de la enzima glutation S-
transferasa en el citosol, en las mitocondrias y es un cofactor para
la enzima glutatién peroxidasa (GPx). EI GSH también participa en la
conjugacion no enzimatica con algunos productos quimicos, como
peroxidos organicos y en la eliminacion de xenobidticos [Ghanta et
al 2011].

MH2 o

Esquema 5. Estructura del glutation (GSH). Obsérvese el grupo
tiol de esta molécula (SH).
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1.3.2 Antioxidantes enzimaticos:

El sistema antioxidante enzimatico, esta formado por enzimas que
pueden convertir las ERO en moléculas menos reactivas. Entre
estas, encontramos:

Glutamato cisteina ligasa (GCL) y glutation sintasa (GS): Es
una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad “catalitica”
(GCL-C) y una subunidad “moduladora” (GCL-M). La subunidad
catalitica es la que lleva a cabo la actividad enzimatica, mientras que
la segunda favorece la actividad de la primera (reaccion 3) [Forman et

al, 2003],aunque esta enzima no tiene actividad como antioxidante.
GCL

L-glutamato + cisteina + ATP ——3»  y-L-glutamil-L- Cisteina +ADP+ Pi Reaccion 3

GS
y-L-Glutamil-L- Cisteina + glicina + ATP > y-L-glutamil-L- Cisteinil-glicina+ADP+Pi

Catalasa (CAT): Es una hemoproteina tetramérica de 240 kDa,
con 4 ferriprotoporfirinas por moléculas, tiene una vida media de
aproximadamente 6-8 min [Thakur et al., 1998], se encuentra en los
peroxisomas y presenta una doble funcion; a la descomposicion de
H,O, a oxigeno y H,O (reaccion 4) se le conoce como su actividad
catalitica y a la oxidacion de donadores de protones como metanal,
etanol, etc con el consumo de 1 mol de perdxido se le conoce como
actividad de peroxidasa (reaccion 5) [Aebi H., 1984]. En los
mamiferos, se encuentra en altas concentraciones en higado, rifion y
en menor cantidad en tejido conectivo [Nakashima et al., 1989]. Esta
enzima se ha encontrado principalmente en los peroxisomas y en
menor cantidad en las mitocondrias, mientras que en los eritrocitos
se ha reportado una forma soluble [Thakur et al., 1998]. En ciertas
especies, la CAT presenta el dinucledtido de fosfato nicotinamida
adenina reducida (NADPH), constituyendo un reservorio de NADPH,
lo cual tiene un papel muy importante en el estrés oxidante [Kirkman
et al. 1984].

2H,0, — 3 2H,0+ 0O, Reaccion 4
H202 + RH, —» 2 H20 + R (RH,= peroxidasa) Reaccion 5

Glutation Peroxidasa (GPx): Fue descubierta a finales de los
50’ y tiene un peso molecular aproximadamente de 84 kDa, esta
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enzima cataliza la descomposicion del H,O, y otros peréxidos
organicos a H;O, con la subsecuente oxidacion del glutation
reducido, es decir de GSH a GSSH (reaccién 6). EI GSSH es
reducido a GSH por la glutation reductasa en presencia del NADPH,
impidiendo que se agoten las reservas de GSH (reaccion 7) [Harris
ED., 1992; Ichikawa et al.,1994].

H202+ 2GS —» GSSG + Hy0O (GSH, glutation Ox.;GSSG, glutation Red) Reaccion 6
ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + H,O (ROOH, peréxidos)  Reaccién 7

Glutation S-transferasa (GST): Pertenece a una grupo de
enzimas que tiene la célula para la destoxificacion, eliminacién de
xenobioticos o sustancias nocivas. Estas enzimas catalizan el ataque
nucleofilico del GSH sobre un gran numero de estructuras téxicas u
organicas, generando compuestos menos reactivos y mas solubles
para su eliminacion celular por medio de transportadores especificos
(reaccion 8). Actualmente, se conocen dos isoformas de estas
enzimas: la citosdlica y las microsomales; en mamiferos, existen
como homo y heterodimeros, con un peso de aproximadamente 25
kDa por subunidad y un sitio activo por monémero [Wilce et al.,
1994].

RX + GSH——3 RGS + HS ( RX, estructuras toxicas) Reaccion 8

Superoxido dismutasa (SOD): Esta enzima se descubridé a
finales de los 60’, y cataliza la dismutacidn del O;" a H,O, (reaccién
9); en eucariontes existen tres isoformas diferentes que provienen de
genes diferentes, dos de ellas contienen en su sitio activo cobre o
zinc, y la tercera contiene manganeso [Ho et al., 1991]. La isoforma
que tiene zinc se localiza principalmente en el citoplasma aunque
también se encuentra en menor proporcién en: lisosomas, nucleo
[Weisinger et al., 1973]. Se encuentra como dimero, con un peso
aproximado de 17 kDa por subunidad [Crapo et al., 1992].

20"+ 2H'— 5 Hy0, + O, Reaccion 9
Glutatién reductasa (GR): Es una flavoenzima dependiente de
NADPH que cataliza la reduccién del GSSH a GSH, es decir, la

regeneracion de GSH (reaccion 10), el cual sera utilizado por la GPx
para la reduccion de los elementos toxicos H,O, y L-OOH. Estas

22



enzimas son las responsables de la destoxificacion de los
compuestos electrofilicos generados por las proteinas de fase |,
agregandoles grupos funcionales a xenobibticos [Henderson et al.,
2005].

GSSG + NADPH + H"——» NADP" + 2GSH Reaccién 10

Hemo oxigenasa (HO) : es una enzima antioxidante que se
encarga de catalizar el primer paso de la degradacion del grupo
hemo produciendo CO, Fe 2+ y biliverdina; esta ultima molécula
por accion de la biliverdina reductasa se convierte en bilirrubina que
a su vez es una molécula con capacidad de atrapar ROS [Maines,
2000]. Se han encontrado dos isoformas de HO (HO-1y HO-2)y
de forma muy notable son codificadas por genes diferentes y por
consiguiente con propiedades bioquimicas diferentes, mientras que
la HO-1 es inducible la HO-2 es constitutiva [Cruse et al., 1998].
Estas enzimas se han asociado principalmente al reticulo
endoplasmico, sin embargo, reportes muy recientes la han
encontrado en nucleo, mitocondria y membrana plasmatica [Ryter et
al., 2006]. La HO-1 se induce por una variedad de estimulos como
su propio sustrato el grupo hemo, el estrés oxidante, el interferon-y
y compuestos polifendlicos como curcumina o el NDGA [Salinas, et
al., 2003; Guzman Beltran et al., 2008] y en su region promotora
posee secuencias para los factores de transcripcion NFkB, Nrf2 y
AP-1 [Nguyen et al., 2012]. Existen reportes donde se asocia su
induccion con proteccion celular en modelos de dafio celular como la
diabetes [Di Noia et al., 2006], insuficiencia renal [Barrera et al.,
2003; Pedraza-Chaverri et al., 2004] y dafio neuronal [Gonzalez-
Reyes et al., 2009]. Ratones knockout de esta enzima presentan
problemas en el metabolismo del hierro, con el posterior dafo
oxidante en higado y riiidon y finalmente desencadenando el proceso
de inflamacién [Saikawa et al 2000]. Como se menciond, la HO-1 se
induce por factores de crecimiento que inducen a las vias de
proteinas activadas por mitdgenos (MAPK, Erk 1/2 y JNK) y a la via
de sobrevivencia celular PI3K/AKT [Martin et al., 2004].

1. 4 Acido nordihidroguayerético, NDGA

Larrea tridentata, es un arbusto cuyas hojas han sido ampliamente
utilizadas en la medicina tradicional, debido a que infusiones de esta
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planta tiene efectos benéficos en una diversidad de enfermedades
como son: reumatismo, infertilidad, artitris, diabetes tipo |II,
eliminacion de “calculos renales”, inflamacion y mas recientemente
se le ha involucrado en la inhibicién de la duplicacion del virus del
VIH [Arteaga et al., 2005; Gnabre et al., 1995; Goodman et al., 1994].
Esta planta es endémica de las partes desérticas del noreste de
Meéxico y suroeste de Estados Unidos, popularmente se le conoce
como “chaparral”, “gobernadora” o “hediondilla”, entre otros nombres.
Este arbusto mide de 1-3 metros de altura y pertenece a la familia
Zigophyllaceae (Esquema 1). Se ha reportado que L. tridentata
contiene al menos 20 productos con propiedades biolégicas, entre
ellas se encuentran compuestos polifendlicos, terpenos, etc [Arteaga
et al., 2005; Lambert et al., 2002]. El principal compuesto extraido de
las hojas de ésta planta es el antioxidante conocido como acido
nordihidroguayarético (NDGA); el analisis ha demostrado que entre
el 5-10 % del peso seco de las hojas son de NDGA y su
concentracion es de 38.3 mg/g [Hyder et al., 2002]. El nombre
quimico del NDGA es 4,4’-(2,3 dimetil-1, 4-butanedil)bis[1,2-
bencenediol] y en su estructura posee dos grupos o-catecoles
(Esquema 2). Este compuesto ha llamado mucho la atencién debido
a que se ha demostrado en modelos murinos que tiene efectos en la
disminucién de la presion arterial, siendo éste un gran problema de
salud publica tanto en paises industrializados como en los no-
industrializados [Gowri et al., 1999]; inhibe la division celular de
diversos tipos de células cancerosas e inhibe la duplicacion del virus
del herpes y de HIV [Gnabre et al., 1995; Birkenfeld et al., 1987;
Chen et al., 1998; Hwu et al., 2008]. El NDGA se encuentra en las
flores, hojas, y en el tallo de la planta [Hyder et al., 2002].

EI NDGA es un compuesto con propiedades muy interesantes
desde el punto de vista bioldgico, ya que se conoce que tiene efectos
benéficos en problemas tan graves como reumatismo, infertilidad
entre otras, sin embargo, también existen reportes donde el uso
cronico tiene efectos colaterales como en dafo renal y hepatico lo
que ha limitado en gran medida la utilizacién de este compuesto de
forma regulada; por lo que es muy importante, tratar de discernir
cada vez mas los efectos que produce este compuesto en diversas
lineas celulares y de esta forma, a través del tiempo, poder hacer
uso de ¢él de forma sistematica [Floriano-Sanchez et al., 2006].
Finalmente, y no por eso menos importante, se ha reportado que el —
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NDGA tiene propiedades de atrapar radicales libres in vitro [Galano
et al., 2010].

1.5 Nrf2 y la via de sefalizacion para activar genes citoprotectores

La induccion de muchas enzimas citoprotectoras en respuesta a
estrés quimico es regulado principalmente a nivel transcripcional.
Uno de los mecanismos principales con que cuenta la célula para
defenderse contra el estrés oxidante y electrofilico, es la activacion

Esquema 2. Estructura del acido nordihidroguayarético, NDGA.
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de la via de sefalizacion de elementos que responden al estrés
oxidante regulada por el factor transcripcional, Nrf2; el cual regula la
expresion de genes cuyos productos proteicos estan involucrados
en la detoxificacion o eliminacién de oxidantes reactivos o agentes
electrofilos a través de reacciones de conjugacion y de esta forma
incrementa la capacidad antioxidante de la célula [Jaiswal 2004;
Kaspar et al., 2004; Niture et al., 2010]. Muchas de las enzimas
involucradas en la proteccion celular contra el estrés oxidante son
reguladas a nivel transcripcional. Se ha encontrado en los
promotores de dos enzimas citoprotectoras [GSTAZ2 (glutation S-
transferasa A2) y NQO1 (NADPH:quinona oxidoreductasa 1)] un
elemento de accion en cis, conocido como ARE (por sus siglas en
inglés, antioxidant response element) que poseen caracteristicas
unicas de respuesta al estrés oxidante [Kensler et al., 2007]. Este
enhancer, responde a las alteraciones en el estado redox de la
célula, debido a nivel altos de ERO y especies electrofilas que
disminuyen la capacidad antioxidante de la célula [Nguyen et al.,
2005; 2009]. Es importante sefalar que los genes de expresion
inducible tienen un nivel basal de expresion bajo condiciones de no-
estrés; debido a que las especies de oxigeno reactivas y otras
moléculas reactivas enddégenas son generadas de forma constante a
partir del metabolismo aerdobico normal, estos elementos en cis,
tienen una funcién critica en el mantenimiento de la homeostasis
redox celular bajo condiciones de estrés y de no-estrés [Kensler et
al., 2007].

En condiciones de no-estrés (basales) en la célula, el factor de
transcripcion Nrf2, interactua con la proteina anclada a la actina
Keap1, la cual se localiza ampliamente en el citoplasma; la union de
Nrf2-Keap1 en condiciones basales, permite que Nrf2 sea degradada
por medio del proteosoma (Esquema 3) [Nguyen et al., 2003;
Cullinan et al., 2004]. Esta interaccion entre Nrf2-Keap1 mantiene
los niveles de expresion basal bajos de la familia de genes regulados

por Nrf2.

Sin embargo, cuando las células estan expuestas a sefales
quimicas que promueven estrés oxidante o debido a la exposicion a -

26



Dominio BTB

Esquema 3. Dominios de las proteinas Nrf2 y Keap1. a) Dominios
descritos del factor transcripcional Nrf2. b) Dominios estructurales del
represor de Nrf2, la proteina Keap1. (Tomada de Hayes et al ., 2009)

moléculas electrofilicas, la proteina Nrf2 se libera de la proteina
Keap1 localizadas en el citoplasma, migrando al nucleo y
transactivando la expresion de genes citoprotectores (como por
ejemplo el de HO-1) que permiten la sobrevivencia celular
[Kobayashi et al., 2004; Zhang et al., 2004]; especificamente, se ha
documentado que la PKC induce la fosforilacion de Nrf2 y permite la
disociacion de su represor, Keap1 [Bloom et al., 2003], por otro lado
se ha encontrado que GSK-3p fosforila a residuos de Ser/Thr en Nrf2
e induce su degradacién [Salinas et al., 2003; Salazar et al., 2006] y
en sistema nervioso se ha reportado su participacion [Rojo et al.,
2008.

El estrés oxidante contribuye a enfermedades relacionadas con
el envejecimiento celular tales como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, inflamacién crénica y/o enfermedades neurode-
generativas [Kensler et al., 2007].

En la respuesta protectora participan tres componentes
esenciales: a) elementos de respuesta antioxidante (ARE), que son
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secuencias regulatorias presentes en regiones “rio arriba’ de los
genes regulados en una o multiples copias; b) Nrf2 (nuclear factor
erytrhroid 2-related factor) 2), factor transcripcional que
heterodimeriza con miembros de factores transcripcionales de la
familia de “proteinas Maf”, los cuales se unen al ARE para reclutar la
maquinaria de transcripcion para los genes regulados de esta forma;
y ¢) Keap1 (Kelch ECH associated protein 1), proteina citosolica que
reprime a Nrf2, manteniéndola en el citoplasma y favoreciendo la
degradacion de este complejo por el sistema del proteosoma
(Esquema 4). Es muy evidente, que el estrés celular y ambiental
induce “cascadas de senalizaciones” que posteriormente regulan
genes efectores dependientes de estas sefales celulares como es el
estrés oxidante [Kensler et al., 2007]. Es notorio sefalar que estas
cascadas de senalizacion que responden a sefales extracelulares
son muy antiguas evolutivamente hablando, se encuentran desde los
procariontes, C. elegans, Drosophila hasta los mamiferos.
Principalmente, existe una familia de proteinas cinasas de Ser/Thr
(MAPK) como lo son p38, Erk1/2 y JNK que son las encargadas de
convertir las sefiales extracelulares en respuestas intracelulares
[Owuor et al., 2002], es decir que activan a Nrf2 para inducir la
transcripcion de genes citoprotectores; estas tres vias parecen estar
involucradas en la induccidon de este tipo de genes; también, se ha
implicado la participacion de la via de PKC, PI3K/AKT y cinasas de
tirosinas en la induccién de estos genes [Bloom et al., 2003].

La proteina Nrf2 fue clonada a partir de la propiedad que tienen
de unirse al sitio hipersensible a DNAasa |, conocido como “motivo
de unién al DNA NF-E2/AP-1", ademas, de ser parte del “locus
control region” del gen B-globin (Orkin, 1990). Este gen codifica para
una proteina de 589 residuos en humanos y pertenece a un
subgrupo de genes conocido como “cierre de leucinas basico” (bZip)
que comparten un dominio estructural conservado entre sus
miembros llamado “dominio CNC” que inicialmente fue descrito en
una mutante de Drosophila llamada cap ‘n’ collar, y que se requiere
para el desarrollo mandibular y labial de este invertebrado [Mohler et
al., 1995]. En mamiferos, la familia de genes CNC esta compuesta
de 4 proteinas altamente relacionadas en su secuencias, a saber,
p45-NFE2, Nrf1, Nrf2 y Nrf3 y dos proteinas relacionadas
distantemente, conocidas como Bach1 y Bach2 [Kensler et al., 2007].
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Esquema 4. Via de acciéon de Nrf2. Esquema que representa
como Nrf2 puede unirse a los elementos de respuesta a estrés
(ARE). ROS, especies de oxigeno reactivas. Keap1 y Cul3 son
proteinas que favorecen la degradacion de Nrf2; Maf, compafiero de
union al ADN de Nrf2. (Tomado de Motohashi et al., 2004)

Estas proteinas funcionan como factores transcripcionales
heterodiméricos con otras proteinas bZip, conocidas como Maf
pequefas [lgarashi et al., 1994]. Estudios genéticos en ratones ha
revelado funciones unicas e importantes de estas proteinas al menos
durante el desarrollo embrionario de estos mamiferos. Los ratones
knockout de Nrf1, presentan letalidad embrionaria durante la
gestacion media con un fenotipo de anemia severa debido a
anormalidades en el higado fetal [Chan et al., 1998]. Se han
establecido diversas lineas de ratones Nrf2 ”. Sin embargo, en
todas ellas se observa que es dispensable para el crecimiento y
desarrollo, aunque la expresiéon inducible de enzimas como GSTs y
NQO1 esta atenuada en higado e intestino [Itoh et al., 1997] y estos
ratones son extremadamente sensibles a retos exdégenos que
provienen del estrés oxidante 6 electrofilico, lo que claramente indica

29



su papel durante la homeostasis celular [Rangasamy et al., 2004;
Rangasamy et al., 2005; Reddy et al., 2007].

1.6 Keap1, represor del factor transcripcional Nrf2

Como se menciono6 anteriormente, la proteina Keap1 se une al
factor trancripcional Nrf2 y lo ancla al citoplasma en condiciones
basales; sin embargo, cuando la célula es expuesta a un estrés
celular Keap1 se desensambla del complejo con Nrf2, permitiendo
que este factor migre al nucleo celular para la activacién de genes
que respondan al estrés celular. El regulador negativo de Nrf2, la
proteina Keap1 posee 5 dominios (esquema 3): El dominio COOH
terminal, el dominio repetido Kelch (también conocido como “dominio
de repeticion de glicina doble”), el dominio de regidén de intervension
(IVR), el dominio BTB (“Bric-a-Brac) y el dominio NH, terminal. Es
muy notable mencionar que la proteina Keap1 posee en su
secuencia primaria 27 Cys en humanos y 25 en raton sugiriendo
ampliamente que es una proteina sensor a electrofilos. Ciertas
evidencias han indicado que el sulforafano induce la expresion de
Nrf2 de forma dependiente de la Cys151 conservada [ltoh et
al.,1999]. Keap1 es anclada al citoplasma celular a través de su
domio Kelch que le permite unirse tanto a las fibras de actina del
citoesqueleto como al factor transcripcional Nrf2. El dominio BTB es
el que le permite forman homodimeros de esta proteina y muy
importante sefalar que este dominio es el que le permite
interaccionar con la proteina adaptadora, culina. [Kansanen et al.,
2012]

1.7 RiAdén

Los rifiones constituyen un érgano par y se localizan en la
pared abdominal posterior, a ambos lados de la columna vertebral.
Las dimensiones medias del rindbn humano son de 12 x 6 x 3 cm. El
peso promedio del rindn es de aproximadamente 125-170 g en
hombres y de 115-155 g en mujeres. Tiene forma irregular y ovoide
aplanada en sentido anteroposterior. Este érgano es el encargado de
remover del cuerpo los productos terminales del metabolismo de la
células, tales como la urea, acido urico y creatinina y de forma muy
determinante regula el equilibrio hidrico y electroquimico del cuerpo.
Ademas regula la presién arterial e impide que moléculas que son
esenciales para el cuerpo sean eliminadas, como el agua, azucares,
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aminoacidos, proteinas y elecrolitos sodio, potasio, cloruro y
bicarbonato.

En un corte sagital del riidn, podemos observar dos regiones
principalmente: la corteza y la médula renal. La corteza rodea por
completo a la médula, siendo la region mas externa. La médula
ocupa la regién central del riidn y se divide en dos zonas, la externa
y la interna. La médula externa esta formada por estructuras en
forma de embudo llamadas piramides; los calices renales son los
lugares donde se drena el producto de desecho del rifidn.

ZONA CORTICAL

[Corteza renal)
- ZOMNA MEDULAR

Piramide de
Malpighi

Capsula remal -

Columnas renales

Vena renal

Pelvis renal

Arterias interlobulares — Arteria renal

Caliz renal

Ureter

Esquema 5. Diagrama del rindn cortado de forma sagital.

La unidad funcional del riidn es la nefrona. El rindn humano tiene
aproximadamente de 0.4 x 10% a 1.2 x 10°® nefronas y cada rifién de
la rata contiene aproximadamente 30 x 10* a 34 x10* las cuales no
pueden regenerarse después de ser dafiadas. La nefrona esta
compuesta por el corpusculo renal y el sistema tubular [Heinz V.,
1983]. El sistema tubular de la nefrona esta compuesta por el tubulo
contorneado proximal, el asa de Henle, el tubulo distal y el sistema
de los tubulos colectores. En la rata, el tubulo proximal mide
aproximadamente 8 mm y por microscopia éptica podemos observar
las células tubulares, y se pueden distinguir tres segmentos
especializados (S1, S2 y S3) y diferenciados ultraestructuralmente
[Kaissling et al., 1979]. Las células epiteliales que constituyen el
tubulo contorneado proximal presenta una forma muy compleja y la
superficie luminal presenta dos caracteristicas: gran cantidad de
microvellosidades y un sistema de tubulos apicales. Esta
modificacion en forma de borde de cepillo, se estima que produce un
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incremento de aproximadamente 40 veces de la superficie luminal y
con esto la capacidad de reabsorcién tubular. Esta es la seccion de
la nefrona donde se lleva a cabo principalmente la reabsorcién de
las moléculas del organismo [Heinz, 1983].

1.8 Insuficiencia renal aguda (IRA)

La IRA se caracteriza por una disminucion rapida de la capacidad
de filtracion glomerular, lo que trae como consecuencia principal la
acumulacion de productos finales del metabolismo, como los
compuestos nitrogenados como urea y creatinina. La IRA
generalmente es asintomatica y se detecta al realizar un perfil
biogquimico en pacientes intrahospitalarios, debido a un incremento
considerable de la creatinina y el nitrogeno de urea en sangre (BUN).
La IRA esta asociada con un aumento de la morbilidad y mortalidad
intrahospitalaria en aproximadamente un 50 % [Huen et al., 2012].

La IRA se clasifica en tres categorias dependiendo de su origen:

1. IRA prerenal: Se caracteriza por una hipoperfusion renal en el cual
la integridad del tejido renal es preservado y representa entre un 55 y
60 % de los casos de IRA.

2. IRA intrinseca: El tejido renal se encuentra comprometido. Desde
el punto de vista clininopatologico se clasifica en : 1) enfermedad que
involucra los vasos renales grandes; 2) enfermedades de la
microvasculatura y el glomérulo; 3) necrosis tubular aguda isquémica
y nefrotoxica (el 90 % de las IRA son de este tipo).

3. IRA postrenal: Enfermedad asociada con la obstruccion aguda del
flujo urinario entre la uretra y el cuello de la vejiga o debido a una
obstruccion bilateral de los ureteros.

La necrosis tubular aguda se caracteriza por la generacion de una
serie de alteraciones estructurales y moleculares de las células
tubulares como la pérdida del borde en cepillo, disminucion de los
procesos de absorcion, hipoxia, incremento del calcio citosolico,
descenso de los niveles de ATP, acidosis intracelular, produccion de
ERO vy, junto con los restos necroticos de las células tubulares,
contribuyen a la obstruccion tubular [Brenner, 2000].
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1.9 Isquemia —reperfusién renal:

Se describe como daio renal agudo, a una disminucion de la
funcion renal medida por el incremento en suero de creatinina que va
desde el rango de horas hasta menos de 3 meses [Bonventre et al.,
2011]. La eliminacién del flujo sanguineo (isquemia) seguida por el
restablecimiento del mismo (reperfusion), tiene como consecuencia
gue se darfien tejidos y 6rganos [Chatterjee, 2007]. La causa principal
de estos dafos no se conoce con precision, sin embargo, se ha
descrito que la falta de sangre a los tejidos tiene como consecuencia
la falta de oxigeno y nutrientes, ademas, que el regreso rapido de la
sangre oxigenada por un lado previene de la muerte celular
isquémica aunque también contribuye a un dafo y muerte celular,
llamado “dafio de la reperfusion” [Bonventre, 1993].

En relacién a la I/R renal, se desconoce el mecanismo intracelular
y molecular que causa el dafo a tejidos y érganos. Sin embargo, la
falta de flujo sanguineo a alguno de los riflones pueda causar un
dano isquémico agudo y si el problema persiste se desencadenara
un problema crénico renal. A nivel celular, las células del tubulo
proximal dentro del rindn son muy especializadas tanto morfologica
como funcionalmente, ya que permiten un transporte eficiente de
agua e iones y ciertas macromoléculas a través de las membranas
gue son altamente selectivas. Cuando se presenta la isquemia, estas
células al hacerles falta los nutrientes tienen como consecuencia que
una determinada poblacion celular muera [Lieberthal et al., 1996]. El
problema de mortalidad ocasionada por dafos renales agudos se ha
estimado que se presenta una tasa de mortalidad de hasta el 50%
en paises industrializados [Star, 1998].

La I/R se ha clasificado para fines practicos en tres fases de
respuestas, a saber,

Fase | 6 de respuesta temprana a la reperfusion: Inmediatamente
después de la reperfusion (dentro de segundos hasta minutos), que
incluye una serie de cascadas moleculares como la activacion de
fosfolipasas, cambios en el citoesqueleto y expresion de ciertas
moléculas [Toledo-Pereyra et al., 2004].

Fase Il 6 de respuesta temprana a la reperfusion: En esta etapa se
incluyen respuestas moleculares tempranas (dentro de minutos a
horas) como el inicio de la sintesis de proteinas, especialmente las
asociadas a la inflamacion como TNF-a e IL-1. Sefales moleculares
iniciales que empiezan en este punto y continuan hacia el citoplasma
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con la activaciéon de ciertas proteinas cinasas (MAPK), para enviar
las sefiales al nucleo y activar factores de transcripciones para el
proceso inflamatorio [Toledo-Pereyra et al., 2004].

Fase lll 6 de respuesta tardia a la reperfusion: Esta asociada con los
eventos finales de la respuesta a la I/R, implicando mecanismos
crénicos de proteccion (dentro de dias a semanas) como ciertas vias
de sefalizacion implicadas en la cicatrizacion [Toledo-Pereyra et al.,
2004].

1.10 Nefrotoxicidad inducida por gentamicina

La gentamicina es un antibiético aminoglucdsido policationico y al-
tamente polar que se utiliza de forma sistematica en el tratamiento de
infecciones por bacterias gram negativas debido a su estabilidad
quimica y su rapida accion para eliminar a las bacterias; sin
embargo, altas concentraciones de este antibidtico son nefrotoxicas.
Este antibidtico se absorbe rapidamente después de inyecciones
intramusculares o subcutaneas y sus niveles en los tejidos es baja,
excepto en la corteza renal. Su vida media en plasma es de 2-3
horas y su eliminacion es virtualmente de forma completa por
filtracidn glomerular en el rifidn [Bennet, 1989; Lopéz-Novoa et al.,
2011]. La nefrotoxicidad por gentamicina se asocia a que éste se
incorpora y se acumula en los lisosomas de los tubulos proximales
lo que ocasiona que estas células pierdan su morfologia de “borde
en cepillo” [Ali, 1995]. Se ha documentado ampliamente que la
gentamicina induce la expresion del TGF-f y la endotelina-1, y un
incremento en la infiltracion monocitos/macréfagos hacia la corteza
renal y médula asi como una induccion de apoptosis y necrosis [ Ali ,
1995].

1.11 Estrés oxidativo en la isquemia-reperfusion y en el daio
ocasionado por gentamicina:

La generacion de ERO y la disminucidon del sistema de defensa
favorece el desarrollo de estrés oxidativo, el cual tiene un papel
muy preponderante en el desarrollo del dafo por I/R renal aguda
[Nath et al., 2000]. Recordemos que las ERO en condiciones
fisioldgicas tienen una funcion muy importante para mantener el flujo
sanguineo y la funcién tubular, y gracias al sistema antioxidante
enzimatico y al no-enzimatico se evita que éstas moléculas dafien a
las células [Araujo et al., 2006] . Por lo que durante la I/R renal, se
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presenta un aumento excesivo de ERO siendo ésta una de las
principales causas de la Insuficiencia renal aguda (IRA) [Nose, 2000;
Quiros et al., 2011], como se ha demostrado por estudios
bioquimicos e inmunohistoquimicos [Chatterjee et al., 2000]. En el
rindn, la susceptibilidad de las células tubulares proximales a las
ERO favorece el dafo celular, lo que finalmente induce necrosis
tubular aguda [Nath et al., 2000; Quiros et al., 2011].

Por otro lado, la 6xido nitrico sintasa (NOS) que produce el 6xido
nitrico (NO’), también tiene una funcidén importante tanto en el estado
fisiologico como fisiopatoldgico [Araujo et al., 2006]. La NOS
inducible (INOS) se expresa después de una exposicion a I/R o
citocinas inflamatorias en las células tubulares proximales del rifidn,
contribuyendo al dafio renal agudo. Mas aun, en estudios in vitro e in
vivo, se ha demostrado que la inhibicion de la actividad de iNOS
reduce significativamente el dafio ocasionado por la I/R. También, se
ha demostrado que la interaccion de los radicales libres NO' con O;”
genera la especie prooxidante peroxinitrilo (ONOO™) lo que tiene
como consecuencia el daio celular afectando el ADN y favoreciendo
la nitracion de tirosinas en las proteinas con su consecuente
inactivacion [Chatterjee, 2007].

También se ha demostrado que durante la I/R, la inflamacién
tiene un papel muy importante en el desarrollo de la IRA. El proceso
inflamatorio renal involucra una secuencias de eventos que
conducen al dafio celular y una eventual muerte de las células
renales. La principal teoria implicada en el dafo renal agudo
ocasionado por la inflamaciéon es la produccién abundante de ERO.
En un modelo en ratones, se observé que durante el periodo de
reperfusion se activan células polimorfonucleares lo que permite que
se adhiran e infiltren al tejido renal donde generan O, [Patel et al.,
2002]. Debido a las evidencias de que el desarrollo del dafio renal
agudo esta fuertemente asociado con inflamacion intrarenal, este es
un blanco para el desarrollo de nuevas drogas que contraresten este
efecto [Chatterjee, 2007].

En conclusion, durante la I/R se generan grandes cantidades
de ERO lo que trae como consecuencia el dafio celular, y a pesar de
los grandes esfuerzos que se hacen para tratar de contrarestar el
efecto del dafo renal agudo, todavia no se ha logrado mejorar el
tratamiento después de un dafio ocasionado por la I/R [Chatterjee,
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2007], por lo que se requiere una mayor cantidad de estudios que
permitan discernir el mecanismo implicado en el dafo renal agudo.
En lo referente a la nefrotoxicidad inducida por gentamicina se

ha documentado que este farmaco se une a los fosfoinositidos
acidos de las membranas en “borde en cepillo” de los tubulos
proximales y actuan en el receptor de drogas catiénicas megalina
(proteina membranal), localizadas en las bases del “borde en
cepillo”. Asi el complejo receptor-droga se internaliza por pinocitocis
hasta los lisosomas donde ocurre fosfolipidosis alterando procesos
intracelulares renales [Laurent et al., 1982]. Estructuralmente, la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina esta asociada con
descamacién celular, atrofia glomerular, necrosis vy fibrosis tubular,
edema epitelial de los tubulos proximales, hipertrofia e inflamacion
glomerular [Bledsoe et al., 2006; Quiros et al., 2011]. Evidencias
experimentales sugieren que la gentamicina incrementa la
infiltracion glomerular un aumento en los niveles de la citocina TGF-
con la subsecuente progreso de la nefritis tubulointersticial [Bledsoe
et al., 2006]; la necrosis estimulada por este aminoglucoésido estimula
eventos inflamatorios al recutar moléculas de adhesion intercelular
en el sitio del dafo incrementando la migraciéon de monocitos y
macrofagos al tejido dafnado [Balakumar et al., 2010]; también, se ha
demostrado la generacidén de especies de oxigeno reactivas como
0,7, OH', H,O, y especies reactivas de nitrogeno en la corteza
renal. Mas aun, se ha demostrado que incrementa los niveles de
peroxidacion, formacion de nitrotirosina y oxidacién de proteinas en
la corteza renal [Balakumar et al., 2010].

1.12 Mitocondria y cadena respiratoria:

La mitocondria es un organelo esencial para el mantenimiento de
la homeostasis de las células que utilizan oxigeno. En este organelo
es donde se produce la mayor cantidad de energia en forma de ATP,
utilizando al O, como aceptor final de los electrones; también, es la
encargada de mantener los niveles intracelulares de Ca** en el
rango fisiolégico. Las mitocondrias tienen una longitud aproximada
de 1.5-10 um y un diametro de 0.5-1 um; estan formadas por una
doble membrana: a) la membrana externa: de forma lisa que recubre
a toda la mitocondria; y, b) la membrana interna: que esta formado
por grandes pliegues irregulares llamados crestas. La region entre
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ambas membranas, recibe el nombre de espacio intermembranal
(Esquema 6).

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana

\ Matriz
\

Crestas \
Ribosoma .
\ AN

Granulos

A\, “Membrana interna
Membrana externa

Esquema 6. Estructura de la mitocondria. ADN, material genético
de la mitocondria.

La membrana mitocondrial externa es relativamente permeable a
moléculas de diverso peso molecular, sin embargo, la membrana
mitocondrial interna es relativamente impermeable a las diversas
moléculas. Por ello las moléculas que entran o salen de la matriz lo
hacen a través de diversos transportadores, lo que permite que esta
membrana genere una diferencia de concentracién entre la matriz
mitocondrial y el espacio intermembana [Voet et al., 2001].

La cadena respiratoria mitocondrial, es un conjunto de transporta-
dores localizados en la membrana mitocondrial interna. Estas
proteinas se encargan de bombear protones de la matriz al espacio
intermembrana, ademas, de forma acoplada transporta electrones
desde el NAD'/NADH y el FAD/FADH, al O, produciendo H,O,
mecanismo llamado cadena de transporte de electrones. Este
proceso se realiza gracias a la presencia de cinco complejos
proteicos insertados en la membrana mitocondrial interna: Complejo
| o NADH deshidrogenasa, complejo Il o succinato deshidrogenasa,
complejo Ill o citocromo bc1, complejo IV o citocromo ¢ oxidasa y el
complejo V o la ATP-sintasa; y dos complejos moviles: la ubiquinona
(coenzima Q) y el citocromo c. (Esquema 7).
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Complejo | (NADH deshidrogenasa): Este complejo cataliza la
transferencia desde el NADH a la ubiquinona. Este complejo permite
la salida de los protones desde la matriz al espacio intermembranal y
se le considera en conjunto con el complejo Ill, uno de los principales
sitios de formacion de ERO en la célula [Raha et al., 2001].

Complejo Il (succinato deshidrogenasa): Este complejo cataliza la
transferencia de electrones del succinato al fumarato en la matriz
mitocondrial. La oxidacion del succinato esta acoplada a la reduccién
de la ubiquinona a ubiquinol. Este complejo no transfiere protones a
través de la membrana mitocondrial, por lo que no participa en la
formacién del gradiente electroquimico para la sintesis de ATP [Huo
et al., 2007].

Complejo Il (citocromo bc7): Es el componente mas pequefio de
la cadena respiratoria, y tiene la funcion de bombear 2H" a la matriz
mitocondrial y el de transportar 2 e al citocromo c soluble.

El citocromo c, es una proteina monomérica que se encuentra en
el lado externo de la membrana interna. La funcion de esta proteina
es transferir 2 e” entre los complejos Il y IV.

Complejo IV (citocromo c oxidasa): Es el complejo final de la
cadena respiratoria cuya funcién es la reduccion del O, hasta H,O.
Por cada electron transferido al O,, se bombea un protén a través de
la citocromo ¢ oxidasa, por lo que se requieren 4 H* de la matriz y 4
e- del citocromo c para reducir al O, a H,O [Branden et al., 2006].

ATP-sintasa (complejo V): este complejo utiliza el gradiente elec-
troquimico para sintetizar ATP a través de sus subunidades: F; o
subunidad catalitica y la subunidad Fo, 0 subunidad membranal [Voet
et al., 2001].
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Esquema 7. Componentes de la cadena de transporte
mitocondrial.
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2. JUSTIFICACION

ElI NDGA es un antioxidante con efectos muy amplios presente en
L. tridentata, y desde hace mucho tiempo es comunmente utilizado
en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas
enfermedades, sin embargo, el uso cronico de este compuesto
también se le ha asociado a dano renal. Por lo que es de suma
importancia, evaluar en un modelo in vivo, el efecto del NDGA ante la
insuficiencia renal aguda inducida por la I/R (gentamicina) .

Por otra parte y para ampliar nuestro conocimiento sobre el efecto
del NDGA en la citoproteccién, seria muy importante evaluar el papel
que tiene éste compuesto en la induccion de alguna via sefializacion
y la subsecuente induccion de algun gen citoprotector sobre la
toxicidad inducida por H,0, .
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3. HIPOTESIS

Si el antioxidante NDGA es capaz de atenuar las especies
reactivas de oxigeno y/o activar enzimas citoprotectoras entonces
sera capaz de disminuir el dafio renal agudo producida por la I/R 6 la
gentamicina activando alguna via de sobrevivencia celular que
participe en este efecto citoprotector.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto del NDGA en un modelo de insuficiencia renal
aguda y determinar la participacion de vias de sefalizaciéon celular
con la subsecuente expresion de un gen citoprotector in vitro.

Objetivos especificos:

a) Evaluar si el NDGA previene la disfuncion renal producida por la
I/R.

b) Evaluar si el NDGA tiene algun efecto sobre la actividad de ciertas
enzimas citoprotectoras en la I/R.

c) Evaluar el efecto del NDGA sobre el estrés oxidante y nitrante en
la I/R.

d) Evaluar el efecto del NDGA sobre la funcion mitocondrial en la
I/R.

e) Evaluar el efecto del NDGA sobre |la migracion de Nrf2 en la I/R.

f) Evaluar el efecto protector del NDGA sobre la toxicidad generado
por el H,O, in vitro.

g) Evaluar el efecto del NDGA sobre la expresion del gen
citoprotector HO-1, asi como la posible participacion de alguna via
de senalizacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos.

Los siguientes reactivos se compraron de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA): Acido nordihidroguayerético, NDGA (No. de cat. N5023),
SB203580 (No. de cat. S8307), SP600125 (No. de cat. S5567), LY-
294002 (No. de cat. L9908) , PD98059 (No. de cat. P215), nitroazul
de tetrazolio (NBT), tetrametoxipropano (TMPO), nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato de forma reducida (NADPH),
nicotinamida adenina dinucledétido forma reducida (NADH), HEPES, y
albumina sérica bovina (BSA). SnMP se compré de (Frontier
Scientific (No. de cat. LY09-1701). El JC1 se compr6é de Molecular
Probes™ (No. de cat. T3168). El perdxido de hidrégeno (H,O, al 30
%) se obtuvo de J. T Baker (No. de cat. 2186).

5.2 Estudios in vivo
5.2.1 Efecto del NDGA sobre el dafio renal inducido por I/R

5.2.1.1 Diseno experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de
entre 250-300 g. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12 h en condiciones de temperatura controlada,
teniendo acceso ad libitum a agua vy alimento. El trabajo
experimental se realizé de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y proteccion de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0O-
1999) y de disposicion de residuos biolégicos (NOM-087-ECOL-
1995). Se estudiaron cuatro grupos de animales. (1) Grupo control
(CT);a las ratas de este grupo se les administré la solucién de
DMSO/solucion salina isotonica por via intraperitoneal (i.p) como
vehiculo. (2) Grupo NDGA; a las ratas de este grupo se inyectaron
por via i.p tres dosis de 20 mg/kg (Yam-Canul et al., 2008), 48, 24 y 2
h antes de la cirugia simulada. (3) Grupo I/R; a las ratas de este
grupo se les administré por via i.p la solucion de DMSO 48, 24 y 2 h
antes de la isquemia. (4) Grupo I/R+NDGA; a las ratas de este grupo
se les administré por via i.p. tres dosis de 20 mg/kg 48, 24y 2 h
antes de la isquemia. A las ratas de los grupos I/R e IR+NDGA se les
practico la nefrectomia del riAdn izquierdo y al rifidn derecho se
bloqued la circulacion por 30 min al ocluir por medio de pinzas la
arteria renal, se siguio un periodo de reperfusion de 24 h, seguida del
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sacrificio de las ratas para la obtencion del rindn para realizar
diversas determinaciones.

5.2.1.2 Evaluacion de la funcion renal

Nitrogeno de urea en sangre (BUN). La determinacion de la
concentracion de BUN se realizé mediante un ensayo colorimétrico
en un autoanalizador (Esquema 9). Se mezclaron 10 uL de la
muestra con 400 uL de amortiguador de boratos 87 mM, los tubos
se incubaron a 37°C por 15 min y transcurrido el tiempo se leyeron
las absorbancias a 510 nm (Jung et al., 1975).

H-I-
Ortofaldchide + Urca =3  Complejo: (A 510 nm)
Ortolftaldehido-Urea

Esquema 9. Reaccion entre la urea y el ortoftaldehido.

Creatinina en plasma. La cantidad de creatinina presente en el
plasma se determiné con un autoanalizador, utilizando un método
colorimétrico basado en la reaccion de Jaffé (Esquema 10), en el
cual al reaccionar la creatinina con el acido picrico se forma un
complejo anaranjado capaz de absorber a 492 nm. La cantidad de
creatinina se expresé en mg/dL.

OH"
Greatinina +  Acido picrico —) Complejo: (A 492 nm)

Picralo-Creatinina

Esquema 10. Reaccion de Jaffé.
5.2.1.3 Estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos

Cortes histologicos. Al riidn se le hizo un corte transversal para
fijarlo en amortiguador de fosfatos (PBS) a pH neutro con una
solucién de formalina al 10% y hasta que se hicieron la tinciones. Se
deshidratan con 3 lavados de etanol absoluto por 1 h c/u. Se lavaron
tres veces con xilol y luego con parafina fundida a 60°C. Las
muestras se colocan por separado en moldes para su inclusion en
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parafina. Después de que la parafina se enfria, el tejido se separa del
molde y se hicieron cortes de 3-4 um con un microtomo. Finalmente,
se colocaron en portaobjetos silanizados y se incubd por 24 h a
60°C. Estos cortes se usaron para la cuantificacion del dafo y los
estudios inmunohistoquimicos.

Tincién de hematoxilina y eosina (H&E) y cuantificacion del daiio.
Esta tincidon permite observar las estructuras del tejido, en donde la
hematoxilina tine de color morado a los nucleos celulares
(estructuras acidas) y la eosina tifie de color rosa al citoplasma y a
las membranas (estructuras basicas). Se lavan tres veces con xilol
por 5 min; se rehidratan con tres lavados de 5 min con etanol a
concentraciones decrecientes hasta llegar a agua. Se tifie con
hematoxilina durante 5 min, se lava con una solucion de HCI al 1%
en etanol al 70%. Se limpia el tejido con LiCO3; al 0.1% para tefirlos
con eosina por 15 seg. Se lava con etanol absoluto por tres veces.
Finalmente, los cortes tefidos se deshidratan en solucion de etanol y
xilol para su observacion. Los cortes teiidos se analizan con un
microscopio de luz Leica con un lente de resolucion 2.5X y la
cuantificaciéon del dafo histolégico se determina utilizando un
analizador de imagenes Leica Qwin color (Cambridge, Inglaterra) que
permite cuantificar el area dafada por célula y el area celular total en
um?. El dafio celular se identificé por la presencia de signos de
necrosis como inflamacion, formacién de vacuolas y fragmentos
celulares.

Estudios inmunohistoquimicos. Esta técnica permite localizar a las
proteinas presentes en los tejidos o células, basados en la reaccién
antigeno-anticuerpo. El antigeno es la proteina que se pretende
detectar en el tejido o en las células y el anticuerpo especifico para
ese antigeno que se afade a la muestra esta conjugado con
moléculas fluorescentes como peroxidasa de rabano que hacen
posible su deteccidon. Las inmunotinciones: anti-Nrf2 (Santa cruz, C-
20), anti 3-NT (Millipore, Cat.16-163), anti 4-HNE (Upstate, Cat #
AB5605), anti MDA (Chemicon, Cat. AB5524), anti HO-1 (Assay
designs, Cat.SPA895) y anti MPO (Santa Cruz, sc-16128) se hicieron
de acuerdo a los manuales de cada compaiia. Brevemente, los
cortes histolégicos se desparafinaron, se hidrataron y se incubaron
en una solucion de H,O, al 4.5% en metanol durante 1.5 h para
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inhibir la peroxidasa enddgena, posteriormente se bloqueo el tejido
con albumina de suero bovino al 3 % por 30 min. Los tejidos se
incubaron con el anticuerpo primario en albumina sérica bovina al 1%
durante toda la noche. Los tejidos se lavaron con PBS y se incubaron
durante 1 h con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.
Se revel6 con 3,3’-diaminobencidina y se contrastdé con hematoxilina.
Los cortes tefidos se deshidrataron en solucién etanol y xilol; se
montaron para su observacion con una resina soluble en xilol y un
cubreobjeto. La reaccion positiva se hizo evidente por una tinciéon
café en las muestras.

5.2.1.4 Preparacién de los homogenados renales y de las células
LLC-PK1.

Los riiones se homogenizaron en un politron (modelo PT 2000,
Brinkmann, Westbury, NY, USA) durante 10 s en amortiguador de
fosfatos de potasio frio (60 mM, pH 7), adicionado con 0.1% de triton
X-100, 5 ug/mL de leupeptina, 7 ug/mL de pepstatina y 5 ug/mL de
aprotinina. El homogenado se centrifugd a 19 000 x g a 4°C durante
30 min, el sobrenadante se utilizdé para cuantificar la cantidad de
proteinas totales por el método de Lowry y la actividad de las
enzimas (GPx, CAT y GST). Para medir los marcadores de estrés
oxidante (lipoperoxidacion) se adicioné6 BHT (0.5 M) como
antioxidante al amortiguador de fosfatos de potasio (50 mM, pH 7).

Las células LLC-PK1 se expusieron a NDGA por 3, 6, 12y 24 h,
posteriormente se midio la actividad de las enzimas antioxidantes.

5.2.1.5 Actividad de enzimas antioxidantes.

Actividad de CAT. Para esta determinaciéon se emple6 el método
de Aebi (1984), el cual se basa en el cambio en la densidad optica a
240 nm, debido a la desaparicion de H,O, por su degradacion por
CAT (Esquema 11). De acuerdo a Aebi, se usa la constante de
reaccion de primer orden (k) como unidad de actividad de CAT. Los
resultados se expresan en k/mg de proteina.

CAT
HO, ——» HO0 + 0

Esquema 11. Reaccion de la catalasa (CAT).
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Actividad de GPx . La actividad de esta enzima se determino
indirectamente por el método de Lawrence y Burk (1976) por medio
de un par de reacciones acopladas. La enzima del homogenado
utiliza GSH para reducir el H,O, a agua. El GSSG producido en la
reaccion anterior es reducido por la glutation reductasa utilizando
NADPH como cafactor. Debido a que el NADPH absorbe a 340 nm,
la reaccion se basa en la disminucion de la intensidad optica por la
desapariciéon del NADPH. Los resultados se expresan en U/mg de
proteina, donde 1 U = 1 mmol de NADPH consumido por min.

Actividad de GST. La actividad de GST se midié por el método
de Habig et al. (1974). La GST cataliza la conjugacion del GSH con
CNDB, este conjugado absorbe a 340 nm. El resultado se expresa
como unidades de conjugado formado por mg de proteina. La unidad
del conjugado se define como la cantidad de enzima que libera 1
mmol de conjugado/min bajo las condiciones del ensayo.

Actividad de GR. La GR es una flavoproteina dependiente de
NADPH que cataliza la reduccion de GSSH a GSH, el cual sera
utilizado por la GPx para la reduccion del H,O..

Actividad de SOD. Cataliza la dismutacion del O2.- a H202.
Se han encontrado tres isoformas de esta enzima: (a) la SOD
citosolica dependiente de cobre-zinc (Cu, Zn-SOD), (b) la SOD
mitocondrial dependiente de manganeso (Mn-SOD) vy, (c) la SOD
extracelular dependiente de cobre-zinc (Cu, Zn-SOD) localizada en la
matriz extracelular de los tejidos.

5.2.1.6 Estudios en mitocondrias aisladas.

Aislamiento de mitocondrias renales. Las mitocondrias del rifidn se
obtuvieron a partir de centrifugaciones diferenciales. Se extrae el
rindn derecho de las ratas y se coloca en una solucion de sacarosa
250 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.3 (solucién 1) a 4°C. Se
elimina el tejido conjuntivo y el tejido graso y se coloca de nueva
forma en la soluciéon 1. El rindn se corta en fracciones y se
homogeniza con la ayuda de un homogenizador tipo Potter. Se
centrifuga a 750 g por 10 min a 4°C para sedimentar el tejido
conjuntivo y los restos celulares. El sobrenadante se vuelve a
someter a otra centrifugacion de 12,000 g por 10 min a 4°C, con el
fin de sedimentar a las mitocondrias. El “botén mitocondrial” se
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resuspende en 10 mL de solucién de aislamiento con 0.1% de
albumina sérica bovina y se incuba por 15 min. Se centrifuga otra vez
a 12,000 g por 10 min a 4°C, y el “boton mitocondrial” se resuspende
en 1 mL de solucion de aislamiento sin albumina sérica bovina.
Finalmente, se cuantificd la concentracién de proteinas [Chavez et
al., 1985; Martinez-Abundis et al., 2010].

Consumo de oxigeno mitocondrial. En las mitocondrias normales
existe un acoplamiento de dos procesos, a saber, la sintesis de
ATP por la ATP-sintasa y la reduccion del oxigeno a agua. Cuando la
mitocondria esta dafiada, el acoplamiento se pierde, dando como
resultado el consumo de oxigeno sin la sintesis de ATP, produciendo
el fendbmeno de respiracion desacoplada [Nicholls, 1987]. El control
respiratorio (CR) nos permite valorar la integridad de la mitocondria,
siendo éste un valor obtenido al dividir la velocidad de respiracion
dependiente de la sintesis de ATP (Estado 3, en presencia de ADP y
sustrato), entre la velocidad maxima independiente de la sintesis de
ATP (estado 4), es decir: CR= estado 3/ estado 4.

El consumo de oxigeno mitocondrial se midi6 utilizando un elec-
trodo para oxigeno de tipo Clark (Yellow Springs Instruments, Yellow
Spring, OH, USA), el cual permite determinar de forma directa la
velocidad de transferencia de electrones al oxigeno. El ensayo se
realiza en la camara de reaccion con agitacion magnética a
temperatura ambiente (TA) en 1.5 mL de solucion A (KCl 125 mM,
HEPES 10 mM y Pi 3 mM, pH 7.3). Todos los ensayos se realizaron
con 1 mg de proteina mitocondrial; el estado 4 se determin6 en
presencia de succinato de sodio 10 mM, 1 ug/mL de rotenona o con
glutamato de sodio 10 mM y malato de sodio 10 mM. El estado 3 se
estimulé al agregar de ADP 200 uM.

Actividad del complejo mitocondrial I. La actividad de este
complejo se evalua espectrofotométricamente a 25°C, midiendo la
desaparicion del NADH a 340 nm. Los ensayos se llevan a cabo a
25°C en 1.5 mL de medio de reaccion (KCI 120 mM, MOPS 20 mM y
EGTA 0.5 mM, pH 7.2) suplementado con 0.1 ug de antimicina A,
KCN 1 mM, NADH 100 uM, Tween 20 0.01% y 0.5 mg de proteina
mitocondrial congelada y descongelada 3 veces. Se incuba durante
10 min, se corre un trazo basal de 1 min y se inicia la reaccion
agregando decilubiquinona 60 uM por 3 min o hasta que se forme
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una pendiente evidente. Para determinar la especificidad del ensayo,
se incuba la misma muestra durante 10 min con rotenona 4 uM. La
actividad de la enzima se determina como la diferencia de NADH
oxidado en la ausencia y presencia del inhibidor del complejo |
[Estornell et al., 1993].

Lipoperoxidacion. En los extractos de las mitocondrias se determino
midiendo malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE),
productos finales de este proceso, por medio colorimétrico que se
basa en la deteccién de un complejo colorido entre MDA vy el 4-HNE
con 1-metil-2-fenilindol en medio acido (Gerard-Monnier et al., 1998).
Los resultados de densidades opticas se interpolaron en una curva
patron tetrametoxipropano (TMPO) desde 0-23.68 mM. El resultado
se expreso6 como nmol de MDA y 4-HNE/mg de proteina.

5.2.2 Efecto del NDGA sobre el dafio renal inducido por gentamicina
5.2.2.1. Diseno experimental.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de
entre 250-300 g. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12 h en condiciones de temperatura controlada,
teniendo acceso ad libitum a agua Yy alimento. Para el modelo de
dafo renal inducido por gentamicina se utilizaron 4 grupos. (1) Grupo
control (CT); a las ratas de este grupo se le administré por via
orogastrica aceite de maiz (vehiculo del NDGA). (2) Grupo NDGA; a
las ratas de este grupo se le administraron dos dosis de 10 mg/kg de
NDGA con una diferencia de 12 horas por via orogastrica. (3) Grupo
gentamicina; las ratas de este grupo se les administraron dos dosis
de gentamicina (80 mg/kg) con una diferencia de 12 horas por 4 dias
de manera subcutanea. (4) Grupo de gentamicina+NDGA; a las ratas
de este grupo se les administr6 NDGA (10 mg/kg) media hora antes
de cada inyeccidén de gentamicina (80 mg/kg) la cual se realizé de
acuerdo al esquema del grupo 3. La ratas se colocaron en jaulas
metabdlicas para la recoleccidon de orina de 24 h y se sacrificaron al
final de los estudios para obtener sangre y rifiones para los diversos
estudios.
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5.2.2.2. Determinacion de la funcion renal.

Creatinina y BUN. La medicion de los marcadores de la funcién renal
creatinina y nitrégeno de urea se realizaron de la manera descrita en
la seccion 5.2.1.2

Determinacién de proteinuria. La orina recolectada durante 24 h se
centrifugé a 3,000 x g por 10 min a TA. El sobrenadante sirvi6 para la
determinacion de proteinas. La proteinuria se determiné midiendo la
turbidez generada por la precipitacién de las proteinas con acido
tricloroacético (TCA) a 420 nm. Se incub6 1 mL de orina diluida con
agua destilada 1:5 y 250 uL de TCA al 12.5% por 10 min a TA. Para
cada muestra se prepard un blanco sin TCA. El espectrofotometro se
calibré6 con aguay TCA al 12.5%. La concentracion se obtiene de las
interpolaciones de las densidades dpticas en una curva patron de
albumina sérica bovina al 0.1% con una concentracion de entre 0.04
a 0.8 mg/mL. Los resultados se mutiplicaron por el volumen urinario
de 24 horas y se expresaron en mg /24 h.

5.2.2.3 Estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

Cuantificacién del dano histologico. Se realizé de la manera descrita
en la seccion 5.2.1.3.

Estudios de inmunohistoquimica. Se realizaron inmunotinciones
contra mioloperoxidasa (MPO) y heme-oxigenasa 1 de la manera
descrita en la seccion 5.2.1.3.

5.3 Estudios in vitro
5.3.1 Cultivo de células

Las células LLC-PK1 (epitelio renal porcino) y los fibroblastos
embrionarios murinos (MEFs) se cultivaron en medio Eagle
Dulbecco modificado (DMEM) suplementado con SFB al 10%,
bicarbonato de sodio 0.33%, mas Ilos antibidticos
(penicilina/estreptomicina) al 1%, se mantuvieron en una
incubadora NUAIRE modelo NU457 en una atmdsfera de O, al 95%
y CO, al 5%. El ambiente de trabajo fue estéril en una campana de
seguridad bioldgica clase Il Tipo A2 modelo NU425-400.
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5.3.2 Tripsinizacion

Cuando las células alcanzan la confluencia del 90-100%, se
elimina el medio y se lava con PBS estéril. Se agrega 1 ml de tripsina
recombinante (Tryple Express) a las cajas de 100 mm y se incuba
por aproximadamente 10 a 15 min a 37°C. Se agregan de 2 a 3 ml
de medio a la placa y se centrifuga a 130 x g durante 3 min en una
centrifuga clinica Heraeus (Megafuge). Se elimina el sobrenadante y
el “botdén celular” se resuspende con 1 ml de medio DMEM
suplementado.

5.3.2.1 Siembra de células (crecimiento)

Después de contar el numero de células con la ayuda de la cama-
ra de Neubauer, a las células resuspendidas se les agregaron 9 ml
de medio DMEM suplementado, para que finalmente se pusieran 5
ml a cada caja de petri de 100 mm, dejandolo en la incubadora hasta
que alcanzara el 90% de confluencia. En condiciones de 100% de
confluencia el numero promedio de células en las cajas de 100 ml
fue de 2 500 000.

5.3.2.2 Siembra de células (experimentos)

Las células se sembraron en cajas de 60 mm o 100 mm O en
placas de 24, 48 y 96 pozos hasta que alcanzaran la confluencia,
para ser sometidas a los diferentes tratamientos.

El numero de células sembradas en las cajas petri o placas de
pozos fueron los siguientes:

Caja petri de 60 mm: 700 000 células.

Caja petri de 100 mm: 1 700 000 células.
Caja de 96 pozos: 25 000 células por pozo.
Caja de 48 pozos: 75 000 células por pozo.
Caja de 24 pozos: 150 000 células por pozo.

Cuando las células alcanzaron la confluencia, se eliminé el medio
y se remplaz6 por medio DMEM con antibiético al 1% por 24 h antes
de iniciar el tratamiento. Después de recibir el tratamiento
correspondiente, las células se lavaron con PBS y se rasparon y se
centrifugaron por 10 min a 13 000 g, el botdn celular sirvié para hacer
diferentes experimentos.
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5.3.3 Viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6 mediante la reduccion del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)2,5-difeniltetrazolio (MTT). En el
fundamento de esta técnica se basa en que la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial reduce este compuesto formando un
precipitado de color azul, la sal de formazan. Esta sal se resuspendi6
en isopropanol acido y se obtuvo la densidad 6ptica a 570 nm en un
espectrofotometro Synergy HT (BioTek Instruments, Inc Winooski,
VT, USA). Los resultados se presentan como porcentaje de
reduccion de MTT.

5.3.4 Visualizacion de ROS y O,

La medicion de las ROS se realiz6 utilizando 5-(6)-chloro-methyl-
2'7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H,DCFDA). Las células
se cultivaron en placas de 24 pozos y se incubaron con CM-H,
DCFDA 10 pM por 30 min a 37°C. El cultivo se lavo 3 veces con PBS
1X, la fluorescencia se visualizé con un microscopio invertido de
fluorescencia Nikon modelo TS-100F con un filtro de excitacion 490
nm y un filtro de emision de 520 nm. Para la cuantificacion, el nivel
de fluorescencia se midié con un espectrofotometro HT BioTek. La
presencia de O,” fue evaluada con la sonda dihidroetidio.

5.3.5 Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se evalud utilizando el
colorante cationico 5,5’,6,6’-tetrachloro- 1,1’,3,3’-tetraethil-
benzimidazol-ioduro carbocianine, conocido como JC1 (molecular
probes, Eugene, Oregon, USA). Las células se cultivaron en placas
de 24 pozos y se incubaron 30 min a 37°C en presencia de JC1 (1
ug/mL) y protegidas de la luz. El colorante cationico se introduce en
las mitocondrias en forma de mondomero y a 530 nm emite
fluorescencia de color roja, cuando se despolariza la membrana el
colorante sale de la mitocondria y se agega en el citoplasma de las
células y cuando se excita a 590 nm emite fluorescencia de color
verde. La fluorescencia se midié con un equipo Sinergy HT BioTek y
los valores de fluorescencia se expresaron como una proporcion
entre la fluorescencia de complejos agregados sobre los mondmeros,
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F590/F530. La fluorescencia se visualizO con un microscopio
invertido de fluorescencia (Nikon modelo TS-100F).

5.3.6 Estudio de las vias de senalizacion.

Se estudiaron las vias de sefalizacion tanto en las células LLC-PK1
como en los MEFs con |la ayuda de anticuerpos contra las vias p38,
Erk 1/2, JNK y PI3K. La activacion de las vias se evalud con
anticuerpos que detectan las formas fosforiladas de las vias de
sefalizacién. Los anticuerpos fueron de Cell signaling Technology
(Danvers, MA, USA).

Western blot. Las células se lisaron en amortiguador de fosfato de
potasio (50 mM pH 7.4) que tiene un cocktail de inhibidores de
proteasas y un cocktail de inhibidores de fosfatasas (Calbiochem,
EMD Bioscience, San Diego, CA) para la obtencion de las proteinas.
Las proteinas se mezclaron con amortiguador Laemmli y se hirvieron
por 5 min. Se cargaron 25 ug de proteina a geles desnaturalizantes
SDS-PAGE 12.5 %. Posteriormente, se transfirieron en membranas
de nitrocelulosa Hybond-C Extra (GE Healthcare Bio-Science Corp.,
Piscataway, NJ) con la ayuda de una camara de transferencia (Bio-
Rad, Hercules, CA). Las membranas se bloquearon por 1 h en leche
en polvo descremada al 5% en PBS. Los anticuerpos primarios se
diluyeron en un amortiguador PBS, Tween 20 al 0.1% y BSA al 5%
en las concentraciones sefialadas por las hojas de informaciéon de
cada anticuerpo por toda la noche a 4°C. Se lavaron las membranas
por tres veces con amortiguador PBS, Tween 20 al 0.1 % y se
incubaron con por 2 h con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP, Pierce Biotechnology, Inc Rockford, IL).
Para visualizar los anticuerpos unidos a las membranas se utilizdé un
sistema de deteccion de sustrato quimioluminiscente (ImmobilonTM
Western, Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) y se revelaron
usando placas Kodak Biomax film (Perkin Elmer, Wellesley, MA)

Disefo experimental
5.3.7 Efecto de los inhibidores de las vias de senalizacion sobre la

expresion de HO-1 y sobre la citoproteccion inducida por NDGA ante
el dafio por H,O,
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Se usaron los siguientes inhibidores de las proteinas cinasas
LY204002 40 uM (PI3K/AKT), PD98059 50 uM (Erk 1/2), SB203580
5 uM (p38 MAPK Kinase), SP600125 10 uM (JNK). Brevemente, los
inhibidores de las vias de sefializacion se pre-incubaron por 30 min,
antes de la adicion de NDGA 15 uM por los tiempos indicados.
Posteriormente, se agregd en NDGA en presencia de los inhibidores
de las vias de sefalizacion por los tiempos requeridos. Finalmente,
se obtuvieron los “pellets celulares” a los cuales se resuspendio en
PBS para su analisis posterior por WB para HO-1. En los siguientes
experimentos las células LLC-PK1 se expuesieron a H,O, 30% y a
los diferentes inhibidores de las cinasas para evaluar que via estaba
involucrada en la citoproteccion por NDGA. Para estos estudios, se
utilizaron 4 grupos experimentales: (1) células control (CT); (2)
células expuestas a NDGA 15 uM (NDGA); (3) células expuestas a
H,O, 1 mM por 2 h (H,0,); (4) células expuestas a NDGA 15 uM
mas H,O, 1 mM por 2 h (NDGA+H,0,). La viabilidad se evalud 24 h
después de la adicion del H,O, como se indica en la seccion 5.3.3.

5.3.8 Efecto del NDGA sobre la actividad de otras enzimas
antioxidantes en las células LLC-PK1.

Las células LLC-PK1 se incubaron a diferentes tiempos con
NDGA 15 uM al final de los cuales se midio la actividad de las
siguientes enzimas antioxidantes: GPx, GR, GST, CAT y SOD. Este
experimento se disefid con el propdsito de investigar si el NDGA es
capaz de inducir otras enzimas antioxidantes, ademas de la HO-1.

5.3.9 Papel del Nrf2 en la induccion de HO-1 por NDGA en MEFs.

Se realizaron estudios en MEFs Nrf2 (-/-) y Nrf2 (+/+) con el
propdsito de evaluar el papel de Nrf2 en la inducciéon de HO-1 por
NDGA. Las células se incubaron con diferentes concentraciones de
NDGA (1, 3 y 10 uM) por 6h. Al final de este tiempo se midio la
expresion de HO-1 por Western blot.
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5.3.10 Papel de Keap1 en la induccion de HO-1 y Nrf2 por NDGA en
MEFs.

Para evaluar el papel de Keap1 en la induccién de HO-1 y Nrf2
por NDGA se realizaron experimentos en MEFs Keap (+/+) y Keap (-
/-). Estas células se incubaron con 15 uM de NDGA por diferentes
tiempos(15 and 30 miny 1, 3y 6 h) al final de los cuales se midio
por Western blot la expresion de Nrf2 y HO-1.

5.3.11 Papel de la via GSK3p en la citoproteccién inducida por
NDGA.

Para evaluar el papel de la via GSK3 £ en la induccion de HO-1y
Nrf2 por NDGA se realizaron experimentos en MEFs Keap (+/+) y
Keap (-/-) usando el inibidor de GSK3p SB216763 10 uM. Las células
se incubaron con 15 uM de NDGA por 6 h. Al final se midié por
Western blot la expresion de HO-1 y de Nrf2.

5.3.8 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el promediozerror estandar de
la media (PromzEEM). Los datos se analizaron utilizando la prueba
ANOVA seguida de la prueba de comparaciones multiples Bonferroni
o Dunnet, usando el programa Prism 2.01 (GraphPad, San Diego,
CA). Las diferencias se consideraron significativas con valores de
p<0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Estudios in vivo

6.1.1 EI NDGA protege del dafio renal inducido por la isquemia-
reperfusion (I/R) y por gentamicina

La funcion renal se evalud en los cuatro grupos de ratas tanto  en
el modelo de I/R como en el de gentamicina. En el grupo de ratas
que se les hizo la I/R, el dafno renal fue evidente debido al
incremento de 4.12 y 4.58 veces los niveles de BUN (Fig 1A) y
creatinina (Fig 1B) en plasma cuando se compara con el grupo CT.
Este aumento se previno de forma significativa por el tratamiento con
NDGA; (ver el grupo I/R+NDGA, Fig 1), donde hubo una disminucién
de 2.15y 2.8 veces los niveles de BUN y creatinina en plasma;
sugiriendo que la administracion del NDGA previene del dafio renal
ocasionado por la isquemia-reperfusiéon. En el modelo de IRA
inducida por gentamicina, el NDGA protegio de la disfuncion renal en
cuanto a los marcadores de BUN (Fig 1C), creatinina en suero (Fig
1D) y de forma muy notable, previno la proteinuria (Fig 1E).

6.1.2 Estudios histopatoldgicos

Para evaluar cual podria ser la causa del inadecuado funciona-
miento renal en las ratas que fueron sometidas a dafio renal agudo
(I/R); se evalud histolégicamente el grado de necrosis y después se
hizo morfometria automatizada para cuantificar el area de la necrosis
tubular que se presenta tanto en la I/R como en el modelo por
gentamicina (GEN). Como podemos ver en la Fig 2, existe un mayor
numero de tubulos renales corticales necroticos el grupo con I/R (Fig
2C) como en el grupo tratado con GEN (Fig 2G), y se es evitd por el
tratamiento con NDGA tanto en el modelo de I/R (FIG 2D) como en el
modelo de GEN (FIG 2H). En la Fig 2 (I y J) se representa el analisis
morfométrico que permite evaluar el area de tejido necrotico. Como
podemos ver claramente en la Fig 2I, se observa una disminucién de
aproximadamente 9 veces el area de tejido dafiado en el grupo
tratado con I/R+NDGA y una disminucion de aproxidamente dos
veces el area de tejido dafiado en el grupo GEN+NDGA (FIG 2J).
Esto sugiere que el NDGA previene la formacion de tejido necrético
ocasionado tanto por la I/R como por GEN.
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Figura 1. El NDGA disminuye los marcadores de insuficiencia
renal aguda en el modelo de I/IR (A y B) y por gentamicina
(C,D y E). (A) Nitrégeno de urea en sangre (BUN), (B) Creatinina
en plasma. Prom+=EEM. n= 6-14. *p<0.001 vs CT; #p< 0.001 vs
I/R. NOTA: a partir de esta figura y para las demas de esta tesis
(a menos que se indique lo contrario), los cuatro grupos
estudiados son: CT: grupo CT; NDGA: grupo NDGA; I/R: grupo
con isquemia-reperfusion; y, I/R+NDGA: grupo pre-tratado con
NDGA mas la isquemia-reperfusion. (C) Nitrégeno de urea en
sangre en el modelo de gentamicina, *p<0.001 vs CT, #p<0.01 vs
GEN. (D) Creatinina en plasma en el modelo de gentamicina,
*p<0.001 vs CT, #p<0.001 vs GEN. (E) Proteinuria en el modelo
de gentamicina, *p<0.0001, #p<0.0001. GEN=Gentamicina.
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Figura 2. Histopatologia y determinacion de tejido necrético
renal por morfometria automatizada. El Tejido renal de ratas en el
modelo de I/R (A, B, C, D e I) del grupo (A) CT del grupo (B) NDGA ,
del grupo con (C) I/R, del grupo (D) I/R+NDGA. El tejido renal de
ratas en el modelo de gentamicina, GEN (E, F, G, H y J) del grupo
(E) CT, del grupo (F) NDGA, del grupo (G) GEN, del grupo (H)
GEN+NDGA. Analisis por morfometria automatizada en el modelo de
() /R y en el modelo (J) GEN. Para el modelo de I/R, n= 8-9; para el
modelo de GEN, n=3-5. ¥<p0.05 vs I/R vs GEN. el * indica la
presencia de células necradticas tubulares.
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Figura 3. Inmunohistoquimica contra marcadores de estrés
oxidativo. (A, B, C) inmunotincion contra el marcador 4-HNE en
ratas tratadas con (A) NDGA, (B) I/lR e (C) I/R+NDGA,™ células
mesangiales, * células proximales; (D, E, F) inmunotincion contra el
marcador 3-NT en ratas tratadas con (D) NDGA, (E) I/R e (F)
I/R+NDGA, —> mesangio glomerular, *tubulo corticales, > endo-telio
vascular; (G, H, I) inmunotinciéon contra el marcador MDA en ratas
tratadas con (G) NDGA , (H) I/R e (I) I/R+NDGA, * células epiteliales
tubulares.
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6.1.3 Marcadores de estrés oxidante y nitrante

Por inmunohistoquimica (IHQ) se determiné la presencia de
marcadores de estrés oxidante, para cubrir este objetivo, se utilizaron
diversos anticuerpos que detectan proteinas con grupos carbonilos
oxidados y residuos de tirosina que fueron sujetos a estrés nitrante.

La IHQ para 4-HNE, indica una mayor tincion en las células
mesangiales y en el epitelio de las células proximales de las ratas
sometidas a I/R (Fig 3B), situacion que disminuye cuando las ratas
fueron tratadas con el antioxidante en el grupo I/R+NDGA (Fig 3C).
Posteriormente se evalud la presencia de especies nitrantes, la IHQ
para 3-NT indico una fuerte tincion en el mesangio glomerular,
tubulos corticales y el endotelio vascular de las ratas con I/R (Fig
3E), disminuyendo la tincién cuando las ratas fueron tratadas con el
NDGA, I/R+NDGA (Fig 3F). Finalmente, se evalué la presencia
proteinas oxidadas por la presencia de grupos carbonilos a traves del
anticuerpo anti-MDA, como podemos ver en la Fig. 3H se observa
una tincidn muy marcada en células epiteliales tubulares de las ratas
expuestas a la I/R, disminuyendo considerablemente cuando las
ratas fueron tratadas con el antioxidante en el grupo I/R+NDGA (Fig
3l). Las Figs. 3A, D y G son las IHQ para los rifiones de ratas de los
grupos controles contra 4-HNE, 3-NT y MDA, respectivamente;
indicando una tincion basal minima.

6.1.4 Efecto del NDGA sobre el gen de estrés celular MPO en la I/R

Durante la I/R se induce considerablemente la inflamacién, lo que
trae como consecuencia el aumento de citocinas inflamatorias y otros
genes. En el caso de mieloperoxidasa (MPO) es un gen que se
induce en procesos inflamatorios como es el causado por la I/R (Fig
4C), sin embargo el pretratamiento con NDGA antes de la I/R
disminuye la expresion de este gen (Fig 4D). EI NDGA por si solo no
tiene efecto sobre la expresion de MPO, Fig 4B. Estos datos nos
sugieren que el NDGA esta actuando como un antioxidante indirecto,
ya que disminuye la expresion de MPO en un un proceso inflamatorio
como lo es la I/R.
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6.1.5 Participacion de Nrf2

La proteina Nrf2, es un factor transcripcional que regula una
gran bateria de genes citoprotectores. Asi que se evalud por IHQ la
migracion de este factor del citoplasma al nucleo. Como vemos en la
Fig 5, las ratas que se les administré el NDGA (Fig 5B), tuvieron un
aumento de aproximadamente el 40% con respecto al grupo CT, y
las ratas del grupo I/R+NDGA tuvieron también un aumento de otro
40% con respecto al grupo que solo fue tratado con NDGA. Estos
datos sugieren que Nrf2 migra al nucleo cuando es estimulado por el
NDGA, induciendo ciertas enzimas citoprotectoras. Es de destacar,
que en el grupo I/R+NDGA existi6 un aumento muy marcado de
migracion de Nrf2 lo que sugiere que cuando la células se sometie--

A) B)

Figura 4. Efecto del NDGA sobre MPO en la I/R. Expresion de
MPO de los grupos (A) CT, (B) NDGA, (C) /IRy (D) I/R+NDGA. n=3.

ron a la I/R, se induce una respuesta a través del factor
transcripcional Nrf2 incrementando la migracion de Nrf2 al nucleo. La
Fig 5E nos muestra la cuantificacion densitométrica de estos datos.
La migracion de Nrf2 del citoplasma al nucleo debe de tener un
efecto fisiologico y tal vez sea la induccion de ciertas enzimas
citoprotectoras actuando como un antioxidante indirecto.
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6.1.6 Efecto del tratamiento del NDGA sobre HO-1 en la I/R

Después de haber observado que el NDGA induce la migracién
del citoplasma hacia el nucleo, nos preguntamos si tenia efecto
sobre la expresion de algun gen citoprotector, por lo cual nos dimos a
la tarea de evaluar el efecto sobre HO-1. Como podemos ver en la
Fig 6B, en el NDGA por si solo induce poca sefal de HO-1, sin
embargo cuando las ratas se sometieron a I/R (Fig 6C) mas el
tratamiento de NDGA (Fig 6D), claramente se present6é una tincion
mucho mayor. A partir de estos datos podemos concluir que el
NDGA esta actuando como un antioxidante indirecto, ya que en
procesos inflamatorios como en el caso de I/R induce la expresion
de HO-1 y reduce la expresidon de la proteina que se induce por
estrés celular como es el caso de MPO.

& & & &
&

Figura 5. Migracion de Nrf2 del citoplasma al nucleo de los
grupos (A) CT, (B) NDGA, (C) /IRy (D) I/R+NDGA. Cuantificacion
densitométrica de la inmunotincién (E). Los valores son
promediostEEM, n=3. *p<0.001 vs CT, #p<0.001 vs NDGA; las

imagenes tienen un aumento de 40X.
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Figura 6. Efecto del NDGA sobre HO-1 en la I/R. Expresion de HO-
1 de los grupos (A) CT, (B) NDGA, (C) /IRy (D) I/R+NDGA. Las
imagenes tienen un aumento de 40X.

6.1.7 Efecto del tratamiento del NDGA sobre HO-1 y MPO en la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina

La gentamicina induce nefrotoxicidad en las ratas expuestas a
dosis elevadas, por lo que en nuestro modelo se evaluo el efecto del
NDGA sobre la nefrotoxicidad inducida por gentamicina. Tal como se
esperaba, durante el estrés oxidante se induce la expresion del gen
de MPO (Fig 7C), pero de forma muy notoria cuando las ratas se
sometieron al NDGA se disminuyo la expresion de esta proteina
proinflamatoria (Fig 7D), sugiriendo que la funcion protectora del
NDGA es entre otras cosas debida a la disminucién de algunos
genes que se inducen durante el estrés oxidante. Posteriormente, se
evalud el efecto del NDGA sobre el gen citoprotector HO-1 enla l/Ry
como podemos ver en la Fig 7F, el NDGA per se induce niveles
bajos de HO-1, sin embargo existe un incremento muy marcado en el
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grupo I/R+NDGA (Fig 7H) cuando se compara con el grupo de I/R
(Fig 7G).

B) Sr{ey : D)

E) - F) 2 1 ® ' HY

Figura 7. Efecto del NDGA sobre MPO y HO-1 en la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina (GEN). Expresion de
MPO de los grupos (A) CT, (B) NDGA, (C) GEN y (D) GEN+NDGA.
Expresion de HO-1 en los grupos (E) CT, (F) NDGA, (G) GEN y (H)
GEN+NDGA.

6.1.8 Enzimas antioxidantes

Después de evaluar la presencia de marcadores de estrés oxidan-
te y nitrante, y de observar que NDGA induce la expresion de HO-1y
reduce la expresion de MPO durante el estrés oxidante,
emprendimos la tarea de investigar la actividad de las enzimas
renales citoprotectoras, entre ellas: la glutation peroxidasa (GPx),
glutatiéon S-transferasa (GST) y catalasa (CAT). Como observamos
en la Fig 8A la actividad de la GPx disminuy6 40.2% en las ratas
sometidas a I/R comparado con el CT, y esta actividad se aumento
a nivel similar al del grupo CT cuando las ratas fueron tratadas con
NDGA, en el grupo I/R+NDGA. En Fig 8B se observa que la actividad
de la enzima GST disminuy6 35.03% cuando las ratas se sometieron
a la I/R, restableciéndose de forma parcial los niveles de la enzima
cuando las ratas se trataron con NDGA (grupo I/R+NDGA).
Finalmente, se evalud la actividad de la CAT (Fig 8C). La actividad
de la CAT disminuyd en 50.1% en ratas sometidas a I/R y esta
actividad se restablecid a casi un 90% respecto al CT cuando fueron
tratadas con NDGA antes de la I/R (grupo I/R+NDGA). Es de notar,
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que la actividad de la CAT se indujo en el grupo al que solo se le
administré el NDGA (Fig 8C), sugiriendo una probable participacion
del antioxidante como un inductor de esta enzima. A partir de estos
datos podemos sugerir que el NDGA favorece la actividad de estas
enzimas evaluadas, por lo que el efecto renoprotector que tiene el
NDGA sobre el dafio producido por la I/R podria ser debido en parte
a estos aumentos de las actividades enzimaticas.

6.1.9 Efecto del NDGA sobre la respiracion mitocondrial

Con el objetivo de evaluar ampliamente el efecto renoprotector
del NDGA, iniciamos la tarea de investigar la participacién de este
compuesto en la funcion mitocondrial en el modelo de dafio renal
agudo inducido por I/R, ya que este organelo es el principal productor
de EROs en la célula. Por lo que al indagar la funcién de los
complejos mitocondriales inducida por la I/R, teniendo como sustrato
al succinato, no encontramos ninguna diferencia significativa en los
parametros evaluados, (Tabla 1). Por lo que como siguiente objetivo
fue evaluar la funcion de los complejos mitocondriales utilizando
como sustrato al malato/glutamato; en este caso se encontr6é que el
estado 3 de la respiracion (presencia de ADP) disminuye cuando a
las ratas se sometieron a la I/R, situacidén que se revirtié cuando las
ratas se les administro el NDGA antes de la I/R (grupo I/R+NDGA),
Fig 9, indicando un mejor funcionamiento mitocondrial en presencia
del NDGA,; el coeficiente respiratorio (CR) se calculé como la relacion
estado 3/estado 4 y como se observa en la Fig 9, este coeficiente
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Figura 8. Enzimas antioxidantes. (A) Glutation peroxidasa (GPx);
(B) Glutatiéon S-transferasa (GST); (C) Catalasa (CAT). Los valores
son promedios=EEM. n=6-14. *p<0.05 vs CT, #p<0.05 vs I/R.

disminuyd en las ratas del grupo I/R restableciéndose este estado
cuando las ratas se trataron con el NDGA en el grupo I/R+NDGA.
Sin embargo, no hubo cambios significativos cuando se evaluo el
estado 4 entre los grupos estudiados. La sintesis de ATP (ADP/O),
disminuy¢ significativamente cuando las ratas se sometieron a la I/R
y esta se revirtido cuando las ratas se trataron con NDGA antes de la
I/R (grupo I/R+NDGA). Estos datos nos permiten sugerir que el
efecto renoprotector del NDGA se debe en parte a que favorece un
mejor funcionamiento del complejo |.

Para discernir el papel que estuviera teniendo el complejo | mito-
condrial, se evalu6 directamente la actividad de éste complejo, al de-
terminar la cantidad de NADH oxidado. Cuando las ratas se sometie-
ron a I/R, hubo una disminucién en la cantidad de NADH oxidado
(7.86+2.06 nmol/min/mg) con respecto al grupo CT (20.4+ 0.72
nmol/min/mg) implicando una probable disminucion de la funcion de -
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Tabla 1. Evaluacién de la funcién mitocondrial utilizando como
sustrato al succinato. CR: indice del control repiratorio; ADP/O: produccion de
ATP, ngAO/min/mg= ng atomos de oxigeno/min/mg de proteina.

CT I'R I/R+NDGA NDGA
Estado 3 181.2+17 224 +26 206 +36 183 +25
(ngAO/min/mg)
Estado 4 97+15 101 £17 100 £19 88 £18
(ngAO/min/mg)
CR 2.4+0.46 2.7 £0.36 2.1+0.22 2.5 +0.29
ADP/O 1.57+0.21 0.69 £0.05 1.5+0.19 1.5 £0.25

Malato/glutamato
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Figura 9. Consumo de oxigeno mitocondrial utilizando
malato/glutamato como sustrato. Los valores son
promedios=EEM. n=7-15. *p<0.05 vs CT, *p<0.05 vs I/R. CR: indice
del control repiratorio; ADP/O: produccion de ATP; ngAO/min/mg= ng
atomos de oxigeno/min/mg de proteina.

este complejo, pero cuando se administra el NDGA en el grupo
I/R+NDGA, el funcionamiento de este complejo se restablecio
parcialmente (16.3+0.45 nmol/min/mg), Fig 10. Indicando, ademas de
los datos anteriores, que el funcionamiento inadecuado del complejo
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| en la cadena de respiracion mitocondrial, es el que participa en el
estrés oxidante.

6.1.10 Determinacion de 4-HNE y MDA en la mitocondria
Por otra parte, al evaluar los niveles de productos finales de lipo

peroxidacion (MDA y 4-HNE) en las mitocondrias, como podemos ver
en la Fig 11A se observa un aumento del MDA en las ratas tratadas -

Actividad del Complejo | mitocondrial

n
(4]
]

N
(=]
1

-l
O,
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NADH oxidado, nmol/min/mg

o

cT NDGA IR IR+NDGA

Figura 10. Actividad del complejo respiratorio mitocondrial I. Los
valores son promedios+tEEM. n=6. nmol/min/mg =
nanomoles/min/miligramo. *p<0.05 vs CT, #p<0.05 vs I/R.

con I/R (12.8+0.98 nmoles/ mg de proteina) comparado con el grupo
CT (8.4+0.88 nmoles/ mg de proteina), esta alteracion se revirtio
cuando las ratas se trataron con el NDGA, grupo I/R+NDGA (9.51
+0.51 nmoles/ mg de proteina). Y los niveles de 4-HNE (Fig 11B) a-
umentaron en las ratas sometida a I/R (3.81+0.16 nmoles/ mg de
proteina) comparado con el grupo CT (2.79+0.14 nmoles/ mg de
proteina), y estos niveles disminuyeron de forma similar al CT,
cuando las ratas se trataron con NDGA, grupo I/R+NDGA (2.98+0.11
nmoles/ mg de proteina). Estos datos, sugieren que el NDGA esta
participando, también como un antioxidante directo mitocondrial, al
prevenir el aumento de productos de lipoperoxidacion.
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6.2 Estudios in vitro
6.2.1 Estudios en células LLC-PK1
6.2.1.1 EI NDGA induce la expresion de HO-1

Se conoce que el NDGA induce la expresion del gen citoprotector

4-HNE
A) MDA B) .
15+ * 4
#
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Figura 11. Contenido mitocondrial de (A) Malondialdehido, MDA
y (B) 4-hidroxinonenal, 4-HNE. Los valores son promedios=EEM,

n=4-5. *p<0.05 vs CT, #*p<0.05 vs I/R.

en neuronas granulares de cerebelo, sin embargo, en nuestro
modelo desconocemos si esto sucede de la misma forma. Por lo cual
evaluamos si el NDGA puede inducir de manera dependiente del
tiempo la expresion de HO-1. En la Fig 12 podemos ver que el
NDGA induce la expresion de HO-1 a través del tiempo, en una
forma clara desde los 60 min y presentando un pico de induccion a
las 3 y 6 h, aunque la expresion fue evidente hasta las 24 h (1440
min). Estos datos son similares a los datos que se obtuvieron in vivo,
sugiriendo al NDGA con un inductor de enzimas citoprotectoras.
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Figura 12. Curso temporal del NDGA sobre HO-1. (A) Western blot
de HO-1 y (B) Cuantificacién densitométrica. n=3. *p<0.01 vs O h.

6.2.1.2 Produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS)

Las células LLC-PK1 se tratadaron con H,0, como un agente in-
ductor de dafno tisular. Como siguiente objetivo, se evalud la
produccion de anién superoxido por medio de fluorescencia,
determinando la fluorescencia de color verde en las células tratadas
con H;O, y si este disminuye cuando las células se trataron
previamente con NDGA. Cuando se inhibi6 la actividad enzimatica de
la hemo-oxigenasa (HO-1) con la mesoporfirina de estafio (SnMP),
se observo un aumento en la produccién de ERO y anién superdéxido,
sugiriendo una participacién de esta enzima en la disminucion de
ROS y de anion superoxido. La cuantificacion densitométrica de la
fluorescencia del dihidroetidio y de la produccién de ROS se
presenta en la Fig 13B y 13C, respectivamente.

6.2.1.3 Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial

Para seguir investigando la funcion citoprotectora del NDGA, se
evaluo el funcionamiento de la mitocondria. Para esto utilizamos una
sonda (JC1) que se introduce en la mitocondria formando
mondmeros y que emiten una fluorescencia de color roja a 590 nm,
cuando la mitocondria se despolariza se liberan al citoplasma
formando agregados y emitiendo una fluorecencia verde a 530 nm.
Como podemos ver en la Fig 14, el H,O, 1 mM induce la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, permitiendo que
salgan los mondémeros de JC1 y formen agregados moleculares, que
podemos detectar como una fluorecencia verde a 530 nm (Fig 14C).
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Figura 13. El NDGA previene de la generacién de O," y especies
de oxigeno reactivas (ROS) en las células LLC-PK1. (A) sonda
contra dihidroetidio (rojo, O;7) y carboxi-ABC (verde, ROS). Las
células se incubaron con las sondas (CT), tratadas con NDGA 15
uM por 6 h (NDGA); H,O, 1 mM por 2 h (H20;); se preincubd con
NDGA 15 uM + 2 h de H,0, (NDGA+ H;0,), ademas se pre-incubo
30 min con SnMP (NDGA+SnMP+ H,0,). Cuantificacion de
dihidroetidio, DHE (B); y especies de OX|geno reactivas, ROS (C).
*p<0.001 vs CT; **p< 0.001 vs H,0,; *p<0.001 vs NDGA+H,0,.
SnMP:mesoporfirina de estafio.

En las células que se pretrataron con el NDGA, se observa que se
evita la despolarizacion de la membrana mitocondrial (Fig 14D). El
NDGA por si solo no tuvo efecto en el potencial de membrana
mitocondrial (Fig 14B). Con la sonda JC1 se puede obtener un
cociente de emision 590/530, que indica la relacion entre los
agregados/mondémeros. En la Fig 14E, se observa la pérdida del
potencial de membrana de la mitocondria; claramente vemos como el
H,O, disminuye el potencial de membrana de la mitocondria, y las
tratadas NDGA+H,0, se evita parcialmente esta pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, sugiriendo que el NDGA evita
la despolarizacion de la membrana mitocondrial.
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Figura 14. Potencial de membrana mitocondrial en las células
LLC-PK1. (A) CT; (B) NDGA 15 uM por 6 h; (C) H,O2 1 mM por 2 h;
(D) NDGA 15 uM+H;0, (E) Cuantificacion del potencial de membrana
mitocondrial (relacion 590/530). Los valores son promedios+EEM,
n=8. **p<0.001 vs CT, *p<0.001 vs H,0.
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6.2.1.4 EI NDGA induce las vias de Erk1/2 y PI3K/AKT

Con el objetivo de determinar que vias de sefalizacion son indu-
cidas por el NDGA, utilizamos anticuerpos contra las formas activas
de las vias de sefalizaciones (PI3K, MAPK). Como vemos en la Fig
15A y C, el NDGA induce las vias de PI3K/AKT y Erk 1/2 a partir de
los 15 min; las Figs 15B y D son las cuantificaciones de las graficas
anteriores. Las vias de p38 y JNK no se indujeron por el NDGA (Fig
15E y G, respectivamente).
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Figura 15. Curso temporal del efecto del NDGA sobre las vias de
sefalizacion de (A)PI3K/AKT, (C) Erk 1/2, (E) p38 y (G) JNK. Las
cuantificaciones densitométricas de cada una de las vias estan en el
panel inferior de cada Western blot. Los valores son
promediostEEM, n=3, *p<0.01 vs 0 min.
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6.2.1.5 La via de sobrevivencia PI3K/AKT participa en la induccion
de HO-1 por el NDGA

El siguiente objetivo fue evaluar la via de sefializacion  upstream
de Nrf2, por lo que con la ayuda de los inhibidores de las cinasas se
evalud la via implicada. Como vemos en la Fig 16A, el inhibidor de la
via PI3K/AKT es el unico que bloquea la expresion de HO-1
estimulada por el NDGA. La cuantificacion densitométrica esta
representada en la Fig 16B. Pero de forma muy notable, el efecto --
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Figura 16. Efecto de los inhibidores de las via de sefalizaciéon
sobre el aumento de la expresién de HO-1 y la citoproteccién
inducida por el NDGA. (A) Western blot de HO-1, y cuantificacion
densitométrica (B); *p<0.001 vs CT y **p<0.001 vs NDGA. (C)
Viabilidad celular; *p<0.001 vs CT, *p<0.001 vs NDGA+H,0,. Las
concentraciones de los inhibidores fueron las siguientes: LY294002,
40 uM; PD98059, 50 uM; SB203580, 5 uM y SP600125 10 uM. n=4-

6.
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citoprotector del NDGA sobre la viabilidad celular (Fig 16C) se
disminuye al bloquear la via de sefalizacion PISK/AKT. A partir de
estos datos, podemos sugerir que el NDGA esta activando la via de
PISK/AKT y posteriormente induce la expresion del gen
citoprotector, HO-1.

6.2.1.6 EI NDGA induce la actividad de enzimas citoprotectoras

Para complementar estudios del efecto indirecto del NDGA, se
evalud la actividad de enzimas citoprotectoras. Como vemos en la
Fig 17, el NDGA induce la actividad de GSH reductasa (Fig 17B),
CAT (Fig 17D) y SOD (Fig 17E) y no tiene efectos sobre GPx y GST.
Estos datos sugirien que el efecto citoprotector del NDGA es debido
a la induccion de varias enzimas citoprotectoras.

6.2.2 Estudios en células embrionarias murinas (MEFs)

6.2.2.1 EI NDGA induce la expresion de las vias de estrés celular y la
via de sobrevivencia celular

Una de las tareas es validar a los MEFs como modelo de estudio,
por lo que como primer objetivo, emprendimos la tarea de evaluar las
vias de sefalizacion que responden al NDGA. Encontramos que el
NDGA induce las tres principales vias de sefializacion que reponden
a estrés celular como son las vias p38, Erk 1/2 y JNK . Es de notar
que las tres vias se inducen dependiendo del tiempo de exposicion al
NDGA. Ademas, la via de sobrevivencia celular PI3K/AKT, también
responde al NDGA (Experimentos realizados en el lab. Del Dr.
Antonio Cuadrado; Rojo, et al., 2012).

6.2.2.2 EI NDGA induce la expresion de HO-1 a través de Nrf2

Después de observar que el NDGA induce la expresion de HO-1,
nuestro siguiente objetivo fue evaluar si el factor transcripcional Nrf2
participa en la induccion de este gen. Para abordar este objetivo
contamos con fibroblastos embrionarios murinos (MEF) que carecen
de este factor transcripcional. Encontramos que el NDGA induce la
expresion de HO-1 de forma dependiente de la concentracion y
cuando los MEFs Nrf2 * se trataron con el NDGA, se observo que --
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Figura 17. Efecto del NDGA sobre la actividad de enzimas
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Catalasa (CAT), y (E) Superoxido dismutasa (SOD). *p<0.05 vs 0
min. n=2.

la expresion es muy baja, por lo que concluimos que el NDGA induce
la expresion de HO-1 de forma dependiente de Nrf2. Estos
resultados se obtuvieron en el lab. del Dr. Antonio Cuadrado en la
UAM (Madrid, Espaia, Rojo et al., 2012).
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6.2.2.3 La induccion de HO-1 es independiente de Keap1

En el modelo candnico, el factor transcripcional Nrf2 esta regulado
por la proteina Keap1. El siguiente objetivo fue evaluar la
participacion de Keap1 en la citoproteccion inducida por el NDGA en
la via Nrf2/Keap1/HO-1. Encontramos que el NDGA induce la
expresion de HO-1 a través de Nrf2, pero lo notable es que podemos
ver que esta induccion es independiente de Keap1(Rojo, et al.,
2012).

6.2.2.4 La via de GSK-3f regula la citoproteccion inducida por el
NDGA

En la ultima parte de este proyecto, evaluamos si la via de GSK3
participa en mantener la estabilidad del factor transcripcional y el gen
citoprotector HO-1. Encontramos que al bloquear la via de GSK3p
aumenta la estabilidad del factor transcripcional Nrf2 y la proteina
citoprotectora, indicando que esta via es regulada por el NDGA.
Estos experimentos se llevaron a cabo en el Lab. del Dr. Antonio
Cuadrado en la UAM (Madrid Espana; Rojo et al., 2012).

75



7. DISCUSION

EI NDGA es un polifenol que tiene una larga historia en la
medicina tradicional y su aplicacion en enfermedades como la
diabetes, cancer, esterilidad, catarro comun y la eliminaciéon de
calculos renales [Anjaneyulu et al., 2004; Arteaga et al., 2005; LU et
al 2010]. De forma muy notable, el NDGA ha cobrado mucha
relevancia médica debido a que se ha propuesto que tiene
propiedades antineoplasicas, antivirales y anti-inflamatorias [Craigo
et al., 2000] aunque el mecanismo molecular de accion de este
compuesto se sigue estudiando. Se ha demostrado que el NDGA es
un antioxidante tanto in vitro como in vivo, ya que tiene la capacidad
de atrapar especies de oxigeno reactivas e impedir la nitracién de
tirosinas de las proteinas en el pulmén [Floriano-Sanchez et al.,
2006; Galano et al. 2010], lo que sugiere que el NDGA pudiera estar
evitando el dafio de moléculas biolégicas como lipidos, proteinas o
material genético.

Por otro lado, se sabe que durante periodos de la IRA existe un
dafio a tejidos y organos involucrados, en parte debido a un
incremento en el estrés oxidante [Huen et al., 2012]. En este trabajo
se utilizé6 como modelo de estudio ratas sometidas a I/R renal donde
esta ampliamente documentado el aumento del estrés oxidante
[Pedraza-Chaverri et al., 1992; Liu et al., 2009]. En nuestros estudios
in vivo encontramos de forma muy notoria que el NDGA protege de
la disfunciéon renal causada por la I/R [Dobashi et al., 2000;
Segoviano-Murillo et al., 2008]; ademas de disminuir la necrosis
celular y evitar el aumento de marcadores de estrés oxidativo (4-
HNE, MDA, 3-NT) inducidas por la I/R [Liu et al., 2009; Guerrero-
Beltran et al., 2012]. Probablemente, el efecto protector sobre la
necrosis tubular se deba en parte a la propiedad intrinseca de este
compuesto de inhibir 5-LOX, y como consecuencia, disminuya la
respuesta inflamatoria [Bhattacherjee et al., 1998]. Por otro lado, el
efecto sobre la disminucién de marcadores de estrés oxidativo se
pudiera deber a sus propiedad de antioxidante directo [Floriano-
Sanchez et al., 2006; Galano et al. 2010]. En este trabajo
encontramos que el NDGA mantiene la actividad de ciertas enzimas
antioxidantes (GPx, GST y CAT) en la I/R sugiriendo ampliamente su
papel como antioxidante indirecto [Tenorio-Velazquez et al., 2005;
Guerrero-Beltran et al., 2012]. En este aspecto, un dato muy
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importante que encontramos en este trabajo es que el NDGA induce
la migracion del factor transcripcional Nrf2 del citoplasma al nucleo
en las células renales disminuyendo la abundancia de MPQO y por
otro lado aumentando la expresion de la enzima citoprotectora HO-1
en los modelos de IRA tanto en el de I/R como en el de gentamicina
[Guzman-Beltran et al., 2008], sugiriendo un papel como antioxidante
indirecto.

La mitocondria es el principal organelo productor de especies de
oxigeno reactivas, por lo que al evaluar la funcién mitocondrial
encontramos que el NDGA protege de la disfuncién mitocondrial
inducida por la I/R, evitando el mal funcionamiento del complejo
mitocondrial I; ademas, de prevenir la formacion de marcadores de
estrés oxidante como lo fue el MDA y el 4-HNE [Guerrero-Beltran et
al., 2012].

Por todos los datos obtenidos de los estudios in vivo podemos
afirmar que el NDGA induce la activacion del factor transcripcional
Nrf2, lo que favorece un aumento en la expresién de la enzima
citoprotectora HO-1, que a su vez, esta enzima aumenta el CO y la
bilirrubina (esta convertida en biliverdina, por la biliverdina reductasa)
siendo estas moléculas fuertes atrapadoras de las ROS producidas
durante la IRA y que finalmente disminuye el dafio oxidante
previniendo la disfuncion mitocondrial, con la consecuente
citoproteccion renal.

Para tratar de dilucidar el mecanismo de accién antioxidante del
NDGA realizamos estudios in vitro, con la ayuda de las células de
epitelio renal porcino LLC-PK1 vy fibroblastos embrionarios murinos
(MEFs). En lo referente a estos estudios, encontramos por una parte
que el NDGA protege del dafio ocasionado por H,O,, ya que es
capaz de disminuir la producciéon de ERO (Por ejemplo: O,7) y de
impedir la despolarizacion de la mitocondria, actuando como
antioxidante directo [Floriano-Sanchez et al., 2006; Galano et al.,
2010]; por otro lado, al NDGA se le ha asociado efectos
citoprotectores debido a su propiedad como antioxidante indirecto
[Guzman-Beltran et al., 2008], por lo que evaluamos si era capaz de
inducir vias de sefalizacion que repondieran a estrés celular. Como
pudimos observar el NDGA fue capaz de inducir las vias p38, Erk1/2,
JNK y la via de PI3K/AKT, ademas de inducir la proteina
citoprotectora HO-1 dependiente del tiempo (también lo hizo in vivo)
y con la ayuda de los MEF se demuestra con claridad que este
efecto es dependiente del factor transcripcional Nrf2 [Guzman-
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Beltran et al., 2008]. Con la ayuda de los inhibidores de cinasas se
demostré que la via de PISK/AKT es la que esta participando en la
induccion de la expresion de HO-1, y de forma concluyente
demostramos que el inhibidor de la enzima, el SnMP, aumenta la
generacion de ROS con la subsecuente disminucidn de la viabilidad
celular. Estos datos in vitro nos estarian indicando que el NDGA
activa la via de PI3K/AKT, lo que favorece la activacion de Nrf2 con
la posterior induccién de la enzima citoprotectora HO-1 (que produce
CO vy biliverdina), que estos productos a su vez atrapan a las ROS, lo
que trae como consecuencia la disminucion de éstas, y se ve
reflejado en una citoproteccion celular.

Mediante el modelo de MEFs se encontr6 ademas que el NDGA
induce la expresion de Nrf2 y HO-1 de forma independiente de su
represor, Keap1. Mas aun, se encontré que el NDGA disminuye la
expresion de la via de GSK-3 que a su vez regula la estabilidad de
Nrf2 y HO-1, lo que sugiere que NDGA es un xenobiotico con
funciones amplias en la regulacion de la citoproteccion [Rada et al.,
2011].

En este trabajo se demuestra que el NDGA tiene efectos tanto co-
mo antioxidante directo e indirecto in vivo e in vitro, y nos permite
discernir uno de los posibles mecanismo de accién del NDGA en la
citoproteccion.

8.CONCLUSIONES

Periodos cortos de I/R renal, traen como consecuencia la pér-
dida gradual de la funcién del rifidn, por lo que este trabajo es un
claro indicativo que el NDGA tiene funciones renoprotectoras ya que
evita la disfuncion renal (creatinina, BUN), aumenta las actividades
de enzimas antioxidantes, evita la lipoperoxidacion mitocondrial
(MDA y 4-HNE) y el mal funcionamiento de ésta.

ElI NDGA previene de la necrosis tubular en el rindn inducida por
estrés oxidante y nitrante debida a la I/R, por una parte al inducir la
enzima citoprotectora HO-1, y por otra parte al disminuir la
abundancia de la MPO.

El NDGA mantiene los niveles altos de expresion de las enzimas
citoprotectoras catalasa, glutation peroxidasa y glutation S-
transferasa, sugiriendo su participacion en la proteccion celular.
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El NDGA favorece el funcionamiento adecuado de las mito-
condrias renales, ya que mantiene el adecuado funcionamiento del
complejo mitocondrial |, ademas de evitar la formacion de la
oxidacion de lipidos en la mitocondria.

También hemos demostrado que el NDGA tiene funciones pro-
tectoras in vitro. En las células epiteliales renales, LLC-PK1, el
NDGA evitd la formacion de radicales libres (ROS y O;7), y evito la
pérdida del potencial mitocondrial. Mas aun, el NDGA induce la via
de sobrevivencia celular PI3K/AKT que a su vez induce la activacion
del factor transcripcional Nrf2 que finalmente induce la expresion de
HO-1. Por otro lado, es importante sefialar que en MEFs, vemos que
el efecto citoprotector de HO-1 es independiente de Keap1 y que el
NDGA regula la via de sefalizacion de GSK3f, que a su vez regula
la estabilidad de Nrf2 y en consecuencia de la proteina citoprotectora
HO-1.

9. PERSPECTIVAS

Durante la isquemia renal y después del periodo de reperfusion
se producen una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno y
de nitrégeno. Por lo en este trabajo hemos encontrado que el
antioxidante NDGA, previene del dafio renal ocasionado por I/R
actuando tanto como antioxidante directo como indirecto. Sin
embargo, seria relevante evaluar si el NDGA puede inducir la
expresion de toda una bateria de genes citoprotectores in vivo, asi
como evaluar con que otros factores transcripcionales se une Nrf2 en
la secuencia ARE en los promotores de estos genes citoprotectores.
También seria importante determinar el efecto que tiene Nrf2 en la
insuficiencia renal aguda in vivo, a través de ratones que carecen de
este factor transcripcional. También, seria interesante estudiar con
mayor detalle el mecanismo citoprotector del NDGA en el daio renal
inducido por gentamicina.
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