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Abreviaturas

Abreviatura

Descripcion

Principal funcién

|AM Infarto agudo al miocardio | Principal causa de muerte a nivel mundial.
G6PDH Glucosa-6-fosfato Enzima que cataliza la primera reaccién de
deshidrogenasa la via de las pentosas fosfato.
ERO Especies reactivas de Moléculas parcialmente reducidas del
oxigeno oxigeno, altamente reactivas, incluyen
radicales y no radicales.
Cazr Calcio Participa en la contraccion muscular y como
segundo mensajero en senalizacién celular.
NADPH Nicotinamida adenina Coenzima que interviene en numerosas vias
dinucledtido fosfato anabdlicas.
FADH Flavin adenin dinucledtido | Coenzima que interviene en las reacciones
metabdlicas de oxidacién-reduccion.
ATPasa Enzimas que catalizan Enzimas capaces de producir la hidrdlisis del
hidrdlisis del ATP. adenosin-trifosfato (ATP) en adenosin-
difosfato (ADP) y en fosfato inorgdnico.
H* Protones Establece un potencial electroquimico.
GMPc Guanosin monofosfato Segundo mensajero en la fransduccion de
ciclico senales celulares.
EDTA Acido etilen diamino Agente quelante de metales.
tetraacético
SERCA ATPasa de Ca?* del Enzima dependiente de ATP que transporta
reticulo sarcopldsmico Ca?* activamente hacia el interior del RS.
Ay Potencial transmembranal Gradiente electroquimico de protones a
de la mitocondria través de la membrana mitocondrial interna,
necesarios para la generacion de ATP por la
ATP sintasa.
mPTP Poro de la fransicion de la Poro inespecifico que se forma enla
membrana interna membrana interna, que permite el paso de
mitocondrial moléculas no mayores a 1.5 KDa.
NF-kB (pé5) Factor nuclear kappa-B Factor de transcripcion formado por el
(P65) dimero pé5-p50, modula la expresion de
moléculas pro-inflamatorias.
H202 Perdxido de hidrégeno Es una ERO, involucrada en la senalizacion
redox en la célula.
SOD Superoéxido dismutasa Enzima antioxidante que detoxifica al anién
superdxido produciendo H20o.
GSH Glutation reducido Principal antioxidante de bajo peso
molecular en la célula.
PKC Proteina cinasa C Cinasa que participa en mecanismod de
sobrevivencia de la célula.
GSSG Glutation oxidado Es reducido por la glutation reductasa.
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Y-GCS

Gama-glutamil cisteina
sintetasa

Enzima antioxidante que cataliza el paso
limitante de la sintesis del GSH.

GST Glutation S-transferasa Enzima antioxidante que conjuga al GSH con
electrofilos.
PostC Post-acondicionamiento | Maniobra mecdnica que consiste en aplicar
ciclos cortos de isquemia/reperfusion en la
arteria coronaria del corazon, justo después
del evento isquémico.
GPCRs Receptores acoplados a | Receptores fransmembranales de 7 dominios
proteinas G que partcipan en la transduccién de senales.
RISK Senalizaciéon de cinasas de | Grupo de cinasas cuya activacion se ha visto
sobrevivencia al dano por | implicada en la proteccién contra el dano
reperfusion producido en el corazdn por la reperfusion.
PI3K/Akt Fosfoinositol-3 cinasa/Akt Estd implicada en sobrevivencia celular al
(proteina cinasa B) activar a la eNOS. Participa también en
crecimiento, proliferacion, movilidad y trafico
celular.
MEK/Erk1/2 Cinasas activadas por Tiene funcidn importante en el crecimiento y
mitégenos/Cinasas diferenciacién celular. Se ha implicado en la
activadas por senales sobrevivencia de la célula.
extracelulares
TNF-a Factor de necrosis tumoral Citocina que interviene en la inflamacion.
STAT-3 Transductor de senal y Participa en una gran variedad de procesos
activador de transcripcioén celulares como la proliferacién celular y
3 apoptosis. Se ha relacionado ademds con la
sobrevivencia del corazén.
SAFE Activacién del factor de Via de sobrevivencia que involucra la
sobrevivencia activacién de TNF-a y STAT-3.
eNOS Sintasa del dxido nitrico Genera 6xido nitrico en el endotelio. Se ha
endotelial involucrado con la vasodilatacion. Se asocia
a mecanismos de proteccion.
PKG Proteina cinasa G Cinasa que requiere GMPc para su
activacién. Se ha implicado en la protecciéon
contra el dano por reperfusion.
p70S6K Proteina cinasa ribosomal | Componente de la maqguinaria de la sintesis
p70Sé de proteinas.
GSK-3p Glucdgeno sintasa cinasa Participa en metabolismo y division celular.
3-p Su inactivacion se ha implicado en prevenir
la disfuncién mitocondrial como mecanismo
de proteccion contra el dano por
reperfusion.
mitoKam Canales potasio sensibles | Su apertura se ha implicado en la protecciéon
a ATP en la membrana de la mitocondria en corazones con PostC.
externa mitocondrial
CaR Receptor sensible a calcio Receptor acoplado a porteina G que
detecta los niveles extracelulares de Ca?.
Nrf2 Factor nuclear E2 Factor que regula la transcipcidén de genes
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relacionado al factor 2

que codifican para enzimas antioxidantes y
detoxificantes.

bZIP Cierre (‘zipper’)de leucinas Dominio estructural supersecundario de
proteinas que crea fuerzas de adhesion por
medio de hélices alfa. Es un dominio de
dimerizacién comun en factores de
transcripcion.
HO-1 Hemoxigenasa-1 Enzima antioxidante regulada por Nrf2, la
cual participa en la detoxifacion de los
grupos hemo. Produce biliverdina y
monodxido de carbono.

NQOI1 NADPH-quinona oxido Enzima antioxidante regulada por Nrf2, cuya

reductasa-1 funcién es detoxificar quinonas.

AHR Factor de transcripcion Factor de transcripcion activado por ligando

aril-hidrocarbono y juega un papel importante en el desarrollo
del cancer.

MAFG V-maf musculo Puede funcionar como represor

aponeurdtico transcripcional cuando se homodimeriza, o

fibrosarcoma oncogen como co-activador transcripcional cuando

homodlogo G se heterodimeriza con ofras proteinas con
cierre de leucinas.

RXRA Receptor retinoide X alfa Receptores nucleares que median los
efectos bioldgicos de los retinoides por su
papel en la activacién de genes mediada

por el dcido retinoico.

MyC v-myc mielocistomatosis Son una familia de protooncogenes. Se

ciral oncogenhomodlogo encuentran en células normales y regulan la
actividad de otros genes.

CEBPA CCAAT/proteina de unién Co-activador transcripcional.

potenciadora (C/EBP) alfa

YAF2 Factor asociado 2aYY1 Puede ser co-activador o co-represor

franscripcional.

HES1 Potenciador ‘hairy' de Factor de transcripcion que regula genes

division 1 gue codifican para proteinas que suprimen
la transcripcion de genes blanco.

Keap 1 Proteina 1 asociada all

dominio SH parecida a Represor citosdlico de Nrf2.
Kelch
Cul3 Complejo de Complejo de ubiquitinacion ligasa E3.
ubiquitinacion Cullin-3 Participa en la degradacioén proteosomal de
proteinas blanco.

ARE Elementos de respuesta Secuencia de ADN que reconoce Nrf2 en el

antioxidante promotor de sus genes blanco.

ARE-B Secuencia ARE-biotinilada

ARE-U Secuencia ARE-no

marcadacon biotina
TBE Amortiguador Tris-borato- Usado en electroforesis para separar acidos |
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EDTA

nucleicos.

Q Queleritrina Inhibidor de PKC.
CDNB 1-Cloro 2,4-dinitro- Usado para evaluar la actividad de la GST.
benceno La GST cataliza una reaccion de
conjugacién del CDNB con el GSH.
NBT Nitro azul de tetrazolio Utillizado para medir la actividad de la SOD.
Este reactivo puede detectar la formacion
del anidon superdxido, al reducirse formando
una sal de formazdn color azul.
mCB Monoclorobimano Reacciona con los tioles, es utilizado para la
medicion del GSH, en una reaccion
acoplada a la GST.
W Wortmanina Inhibidor de PI3K.
DCFH-DA 2,7-dicloro-dihidro Reactivo utilizado para la medicion de ERO
fluoresceina-diacetato totales. La forma oxidada de esta molécula
es altamente fluorescente.
UAF Unidades arbitrarias de Para expresar cuantitativamente los
fluorescencia resultados de los ensayos fluorométricos,
normalizados por mg de proteina en el
ensayo.
asc Acido ascérbico Antfioxidante con capacidad de atrapar
H20Oo.
HRP Peroxidasa de rabano Enzima que cataliza la oxidacién de un
amplio nUmero de sustratos orgdnicos e
inorgdnicos, utilizando el poder oxidante del
H20o.
Amplex Red N-acetil-3,7- Reactivo fluorométrico para evaluar al H202,
dihidrohidroxifenoxacina | cuando se acopla la reaccién con la enzima
HRP, la cual cataliza su oxidaciéon para
producir resorufina que es altamente
fluorescente.
HR Frecuencia cardiaca Medida que se expresa en latidos/minutos
para evaluar el desempeno del corazdn.
LVP Presidon del ventriculo Presion sistdlica del ventriculo izquierdo en
izquierdo mmHg.
LVDP Presidon desarrollada del Sirve para evaluar la funcién sistdlica del
ventriculo izquierdo corazoén.
dP/dtmax Mdximo valor de indice de contractilidad
variaciéon de presion sobre
la variacién del tiempo,
durante el ciclo cardiaco
dP/dtmin Minimo valor de variacion indice de relajacion
de presién sobre la
variaciéon del tiempo,
durante el ciclo cardiaco
EMSA Ensayo de retardo de la Ensayo para evidenciar la interaccion de un

movilidad electroforética

determinado factor de tfranscripcién con su
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secuencia de ADN blanco.

EGFR-1 Regulador de la respuesta Su activacion es importante para la

temprana al crecimiento-1 | respuesta inmune innata en la piel humana.
IL-6 Interleucina-6 Citocina pro-inflamatoria.
Zac-1 Proteina con dedos de

zinc que regula la Es un factor de transcripcion esencial para la
apoptosis y el arresto del morfogénesis cardiaca.
ciclo celular

preC Pre-acondicionamiento Estrategia mecdnica que acondiciona al

corazén antes de la isquemia. Consiste en
aplicar ciclos cortos de isquemia/reperfusion
en |la arteria coronaria.
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1. Resumen

El Post-acondicionamiento (PostC) actfiva mecanismos enddégenos en el
miocardio que protegen contra el dano por reperfusion. Sin embargo,
aunqgue la eficiencia protectora del PostC en el miocardio, se ha
demostrado ampliomente en estudios experimentales y de manera limitada
en pruebas clinicas, sigue faltando un panorama completo de los
mecanismos que se activan. Es particularmente importante el estudio de la
relacion entre el mantenimiento redox en la célula y la senalizacion de
cinasas de la via RISK (“Reperfusion Injury Salvage Kinases”). Nuestros
resultados permitieron dilucidar que la cardioproteccidon que activa el PostC
en el miocardio reperfundido, involucra la senalizaciéon dependiente de Ias
especies reactivas de oxigeno (ERO), especificamente del HO.. La
senalizacion redox regula la activacion de las cinasas RISK: Erk1/2 y PKC,
pero no de PI3K/Akt. Ademds, encontramos que el factor de tfranscripcidn
Nrf2 (“Nuclear factor E2-Related Factor 2"), el principal regulador de la
respuesta antioxidante intracelular, es blanco de PKC y no de PI3K/Akt ni de
Erk1/2. Finaimente proponemos que la activaciéon de la via PKC/Nrf2 es
dependiente de la regulacién redox y participa de forma importante en la
cardioproteccion conferida por el PostC, al mantener al sistema
anfioxidante activo en la reperfusion, siendo ésta la segunda ventana de

cardioproteccion a largo plazo activada por la maniobra.
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Abstract

Postconditioning (PostC) activates endogenous protective mechanisms in the
myocardium against reperfusion injury. Nevertheless, although PostC efficiency
in the myocardium has been extensively demonstrated in experimental studies
and in a limited way in clinical trials, is sfill lacking a complete picture of the
activated mechanisms. Of particular relevance is the study of the relationship
between cellular redox maintainance and kinase signaling of the RISK pathway
(‘Reperfusion Injury Salvage Kinase’). Our results led us to elucidate that cardiac
protection activated by PostC in the reperfused myocardium involves reactive
oxygen species (ERO)-dependent signaling, specifically H2O2. The redox-
signaling regulates RISK kinase activation: Erk1/2 and PKC but no PI3K/Akt in the
PostC. Besides, we found that the transcription factor Nrf2 (‘Nuclear factor E2-
Related Factor 2'), the main regulator of intracellular antioxidant response, is a
target of PKC, but not of PI3K/Akt nor of Erk1/2. Finally we propose that the
redox-dependent activation of the PKC/Nrf2 pathway participates importantly in
the cardiac protection triggered by PostC, maintaining active the antioxidant
system during reperfusion that constitutes the second window of long term

cardiac protection activated by the maneuver.
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2. Intfroduccion General
2.1 El corazdn

El corazdn como bomba confrdctil tiene el mdas alto consumo de O», enfre
todos los organos del cuerpo, pudiendo incrementarse hasta 5 veces mads
durante el ejercicio (Ramanathan & Skinner, 2005). La microvasculatura se
encarga de suministrar Oz y nutrientes a los cardiomiocitos; se sabe que existe
una relacion 1:1 entre el nUmero de cardiomiocitos y de capilares (Buja & Vela
2008). El balance entre el suministro de O; miocdrdico y su consumo se
mantiene a través de mecanismos complejos, que regulan la funcion contrdactil
cuando ocurren fluctuaciones fisiolodgicas, por ejemplo durante el crecimiento y
la diferenciacion, asi como durante condiciones patoldgicas como hipoxia,

isquemia, presion y sobrecarga de volumen (Sanfos ef al., 2011).

Aungque el nUmero de células endoteliales y otras células no-miociticas
constituyen aproximadamente el 75% del niUmero de células en el miocardio,
los grandes cardiomiocitos constituyen el 75% del volumen del mismo (Buja,
2013; Bujao & Vela, 2008). Los cardiomiocitos estdn especializados en la
actividad conftractil y como resultado tienen una alta demanda energética
(Santos et al., 2011) que deriva del gran numero de mitocondrias, las cuales
representan aproximadamente 30% del volumen del cardiomiocito (Long ef al.,
2015; Givvimani ef al., 2015). Las mitocondrias estadn organizadas en filas
ordenadas, espaciadas enfre los mioflamentos cercanos al reficulo
sarcopldsmico y también agrupadas alrededor del nucleo. Tal organizacion
facilita la disponibilidad de ATP y de calcio (regulada por el reficulo
sarcopldsmico) para que se lleve a cabo la contraccion de los miofilamentos

(Santos et al., 2011).

En el corazdn adulto, la B-oxidacion de los acidos grasos aporta entre el 60-80%

de la producciéon de ATP, mientras que el resto proviene de la glucdlisis aerobia
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y la oxidacion de los cuerpos cetoénicos (Jaswal ef al., 2011; Park et al., 2007;
Aon ef al., 2014). Bajo condiciones fisioldgicas normales, existe un esfricto
balance enfre la oxidacion de glucosa y la B-oxidacion de dcidos grasos, sin
embargo en ciertas condiciones puede alterarse de manera que la produccion
de ATP dependa de la glucdlisis, lo que disminuye la eficiencia cardiaca
(Jaswal ef al., 2011).

2.2 El infarto agudo al miocardio

La aterosclerosis coronaria, es la principal causa en el desarrollo de las
enfermedades coronarias del corazén (Hasan et al., 2014), pues al reducirse de
manera significativa la irigacion del flujo sanguineo en el tejido, el aporte de
nutrientes y de O2 disminuye, produciéndose la condicion denominada
isquemia miocardica. El insulto isquémico en el miocardio, mejor conocido
como infarto agudo al miocardio (IAM), es la principal causa de morbilidad vy
mortalidad en el mundo, de acuerdo a estadisticas de la organizacion mundial
de la salud (OMS, 2012).

Durante el IAM, la funcion contrdctil se pierde rdpidamente desde el inicio de la
oclusidon coronaria, aumentando la inestabilidad eléctrica que puede llevar a

la fibrilacion ventricular y a la muerte subita (Buja, 2013).

Dependiendo de la severidad del dano y de la duracion de la isquemia, la
muerte del miocardio progresa rdpidamente desde la regidn isquémica
extendiéndose del subendocardio al subepicardio, pudiendo alcanzar todo el

grosor de la pared ventricular (Burke & Virmani, 2007; Basso ef al., 2010).

Durante la isquemia, la ausencia de O inhibe el metabolismo oxidativo y en
cambio activa la glucdlisis anaerobia. Este cambio metabdlico, es

acompanado por cambios en la expresion y la actividad de numerosas
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proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa, entre las cuales
destaca la glucosa-é-fosfato deshidrogenasa (GéPD), enzima limitante en la via
de las pentosas fosfato. Por otro lado, se sabe también que durante la isquemia
existe una acumulacion intracelular de lipidos que estd ligada a la disfuncion
cardiaca. La acumulaciéon de lipidos en el corazdn es uno de los trastornos
metabdlicos que perseveran aun después de la isquemia, inclusive en el

miocardio circundante alalesion (Perman et al., 2011; Drevinge ef al., 2013).

La Unica manera de revertir la isquemia por la oclusidn coronaria es
restableciendo el flujo sanguineo. A esta condicidn se le conoce como
reperfusion. Las terapias de reperfusion utilizadas en la clinica son: terapia
trombolitica, cirugia de bypass y la intervencién coronaria percutdnea. Sin
embargo, de manera paraddjica la reperfusion del tejido isquémico puede
causar dano adicional al producido por la isquemia en el miocardio,
afectando la funcién del corazdn, a este fendmeno se le ha denominado dano

por reperfusion (Liet al., 2012).

2.3 Dano por reperfusion. Mecanismos involucrados.

El dano por reperfusion se manifiesta al menos de cuatro formas distintas, dos
de las cuales son reversibles y las otfras dos irreversibles (Ong ef al., 2015;

Hausenloy & Yellon, 2013):

|.  Reperfusion con arritmias, eventos que ocurren comunmente, y que

logran estabilizarse en la clinica pues son relativamente faciles de

manejar.

Il.  Aturdimiento miocdrdico, se refiere a la disfuncion contrdctil aguda vy

reversible del miocardio, que se asocia con la pérdida temporal de la

funcidn de los cardiomiocitos.
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lll. Obstruccion microvascular, estd caracterizada por la disminucion en la

perfusion del miocardio a nivel de la microvasculatura y se manifiesta

como no-reflujo coronario en estudios de angiografia.

V. Dano por reperfusion letal, se refiere a la muerte de los cardiomiocitos

adicional a la que provocd la isquemia; contribuye al tamano del infarto

final del miocardio.

En este tfrabajo, nos enfocamos en esta Ultima forma de dano por reperfusion
miocdardica, la cual representa un blanco terapéutico para el desarrollo de

estrategias protectoras.

Los mecanismos que promueven el dano por reperfusion letal, son complejos e
involucran una multitud de procesos fisiopatoldgicos, estos incluyen la
acumulacion de Ca?+, la sobre-produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERQ), la inflamacion por la activacion de neutréfilos, plaguetas y citocinas. El
dano por reperfusion es una entidad clinica relevante, ya que el tamano del
infarto determina la prognosis del paciente. Tras el IAM, aumenta la
susceptibilidad a episodios isquémicos recurrentes, a desarrollar falla cardiaca
e incluso a la muerte, debido al remodelaje venftricular patolégico, a la
deficiencia en el aporte de O2 y al dano en la microvasculatura (Ong ef al.,
2015). Los microtUbulos juegan un papel importante en la transmision de
fuerzas mecdnicas dentro del miocardio y en el mantenimiento de la funcion
de los organelos, sin embargo esta red infracelular se desestabiliza en la
reperfusidn miocdrdica (Rodriguez-Sinovas et al., 2015). La figura 1 esquematiza

los principales procesos involucrados en el dano por reperfusion.

2.3.1 La sobrecarga de calcio intracelular

El dano por reperfusion es resultado de la alteracion de los procesos

biogquimicos en el cardiomiocito durante la isquemia, que ya no son
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compatibles con el ambiente oxigenado en la reperfusion del miocardio. El
establecimiento del metabolismo anaerobio en la isquemia, resulta en la
acumulacion de productos metabdlicos como el ADP, fosfatos inorgdnicos,

coenzimas reducidas (NADH y FADH), dcido lactico y H*. Los H* contribuyen

Isquemia Reperfusion
Vaso sanguineo

Cardiomiocito N

4 Cardiomiocito )

Metabolismo

. - Restauracion del
Isquemia ———> anaerobio

Intercambiador

pH fisioldgico
5N Cat
l pH (<7) intercambiador
(Acido lactico y HY) N, 2o/ Ca
SR 2+
o — 1
Quimiocinas ca
mPTP Citocinas g \L \\% i Y
—— pbermanece Moléculas de adhesion apertura del mPTP Eﬁ
cerrado Hipercontractura
de las miofibrillas
/r P N\
) : Doﬁo por reperfusion
Mitocondria Mitocondric:// N/~ N~-
disfuncional
- J -

Figura 1. Principales componentes involucrados en el dano por reperfusion.
Durante la isquemia en el infarto agudo al miocardio, la falta de Oz provoca la
activacién del metabolismo anaerobio, resultando en la produccion de lactato con la
consecuente disminucion en el pH infracelular. Esto activa al intercambiador Na*/H*, lo
que produce un incremento en la [Na*] intracelular, lo cual activa en forma reversa al
intfercambiador 2Na*/Ca?", aumentando la [Ca?*]. La falta de ATP inhibe la funcién de
la Na*/K+ ATPasa, exacerbando la sobrecarga infracelular de Na*. Las condiciones
acidicas durante la isquemia previenen la apertura del mPTP. En la reperfusion, la
cadena de tfransporte de electrones es reactivada, generando ERO. Ofras fuentes de
produccion de ERO como el sistema xantina oxidasa y la NADPH oxidasa también
contribuyen al estrés oxidante. El estrés oxidante generado en la reperfusién contribuye
al dano miocdrdico, por un lado, induciendo la apertura del mPTP, ademds de
contribuir a la disfuncion del reticulo sarcopldsmico (SR). Esto contribuye a la
sobrecarga de Ca?* intracelular y al dano de la membrana celular por la peroxidacion
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de lipidos, lo que lleva eventualmente al dano oxidante de enzimas y el ADN. Durante
la reperfusidon, se restaura rdpidamente el pH extracelular, creando un enorme
gradiente de concentracion dentro y fuera del cardiomiocito, por lo que se sigue
acumulando Na*, a fravés del intfercambiador Na*/H* y en consecuencia se acumula
mdas Ca?t. La restauracion del pH, libera el efecto inhibitorio sobre el mPTP. La
restauracion del potencial de la membrana mitocondrial dirige el Ca?* dentro de la
mitocondria, lo cual permite la apertura del mPTP. Tras algunas horas después del inicio
de la reperfusion, los neutréfilos se acumulan en el miocardio infartado en respuesta a
la liberacién de ERO vy citocinas. ERO: Especies Reactivas de Oxigeno; mPTP: Poro de la
tfransicion de la permeabilidad mitocondrial; SR: reticulo sarcopldsmico. Modificado de
Hausenloy & Yellon, 2013.

de manera directa en la acidificacion del pH intracelular (Li ef al., 2012). La
disminuciéon del pH promueve la actividad del intfercambiador Na*/H*, lo que
genera la acumulacion intracelular de Na*, ya que éste no puede ser
eliminado de la célula a través de la ATPasa de Na*/K*, debido a la falta de
ATP. El aumento en la [Ca?*]; estimula la activacion en la forma reversa del
intercambiador Na*/Ca?+, lo que propicia la sobrecarga de Ca?* infracelular
(Gateau-Roesch ef al., 2006; Mewton ef al., 2010). En la isquemia, cuando las
concenfraciones de ATP son menores al umbral critico de 100 uM, se genera
entfrecruzamiento de las miofibrillas sarcoméricas y su contfractura aungue es
independiente del Ca?t, marca el comienzo del incremento de la [Ca?*] en el
citosol, por el dano de la actividad de la ATPasa de Na*/K+ y de la ATPasa de
Ca?* del reficulo sarcopldsmico (SERCA), esto representa un evento clave en la

progresion del dano isquémico (Garcia-Dorado et al., 2012).

Una vez restablecido el flujo sanguineo (reperfusion), el pH fisiologico se
restablece rdpidamente y el lactato es eliminado, o que provoca un gradiente
muy grande de concentfracion de H* dentro y fuera del cardiomiocito, por lo
gue el intercambiador Na*/H* continUa transportando Na*/Ca?*, lo que causa
la activacion secundaria del intercambiador Na+/Ca?+ en la forma reversa, lo
que agrava la acumulacion de Ca?*. El paso de electrones a través de los

complejos de la cadena respiratoria se reactiva ante la presencia de O,
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generandose de nuevo ATP y permitiendo el establecimiento de un potencial
transmembranal (Ay) negativo en la mitocondria. El Ca%t se acumula en la
maftriz mitocondrial a favor del Ay y en respuesta al incremento en la [Ca?t];
(Gateu-Roesch et al., 2006). Estudios previos han indicado que la reanudacion
de la sintesis de ATP en presencia de una alta concentracion de Ca?* y su
rdpida circulacion por el reficulo sarcopldsmico, genera la hipercontractura en
la reperfusion, resultando en una apariencia histolégica caracteristica de

necrosis en bandas de contracciéon (Garcia-Dorado et al., 2012).

Por ofra parte, la abrupta re-exposicion al Oz durante la reperfusion, estimula la
produccidon masiva de especies parcialmente reducidas del Oz, mejor
conocidas como ERO, que contribuyen, junto con la sobrecarga de Ca2*
mitocondrial, a la disfuncion de estos organelos y eventualmente a la muerte

de la célula (Gateu-Roesch et al., 2006; Mewton et al., 2010).

2.3.2 La disfuncion mitocondrial

Tanto la sobrecarga de Ca?t, el estrés oxidante, la alta concentracion de
fosfato inorgdnico y la deplecion de nucledtidos de adenina, contribuyen a la
formacion de un poro que media la fransicion de la permeabilidad de la
membrana interna mitocondrial (MPTP) (Halestrap & Richardson, 2015). El mPTP
es un poro dependiente del voltaje, de alta conductancia, no especifico que
se forma en la membrana interna mitocondrial (Ong ef al., 2015). La formacién
de mPTP causa que se desacople la fosforilacion oxidativa trayendo como
consecuencia la deplecion de ATP y por lo tanto la muerte de la célula
(Hausenloy & Yellon, 2003). En su estado completamente abierto, el didmetro
aparente del poro es 2.3 nm, permitiendo la difusidn pasiva de solutos con
masa molecular de hasta de 1.5 KDa (Di Lisa ef al., 2006; Ong ef al., 2015). Un
importante efecto de la formacion del mPTP es el hinchamiento de la matriz

mitocondrial y la ruptura de la membrana externa mitocondrial, resultando en
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la salida de factores pro-apoptdticos tales como citocromo C del espacio
intermembranal hacia el citosol, iniciando la muerte celular por apoptosis (Ong
et al., 2015).

2.3.3 La respuesta inflamatoria.

El infarto al miocardio desencadena una intensa respuesta inflamatoria que es
esencial para la reparacion cardiaca, sin embargo también se ha implicado en
la patogénesis de la remodelacion post-infarto y en falla cardiaca
(Frangogiannis, 2014). La respuesta de quimiocinas es un regulador importante
de la remodelacion cardiaca pues afecta la funcidon sistdlica alterando las
caracteristicas geométricas del ventriculo. La dilatacion ventricular tras el IAM
es un predictor fuerte de mortalidad y de efectos adversos cardiacos,
incluyendo el desarrollo de falla cardiaca vy arritmias ventriculares

(Frangogiannis, 2007).

La senalizaciéon en el tejido infartado activa la via de receptores tipo toll, que
junto con el estrés oxidante, inducen la sobre-expresion de moléculas pro-
inflamatorias (Frangogiannis, 2014) a través de la activacion del factor nuclear-
kappa B (NF-kB; pé5), el cual regula la expresion de las moléculas pro-
inflamatorias: quimiocinas, citocinas y moléculas de adhesion (Frangogiannis,
2007; Zhang et al., 2013).

2.3.4 La disfuncion endotelial.

Durante los primeros minutos de la reperfusion se establece dano en el
endotelio vascular, que es el punto de partida para el desarrollo del fendmeno
de no-reflujo. El fendmeno de no-reflujo es sélo una manifestacion del dano por
reperfusion y corresponde a la disminucion o pérdida de perfusion en la
microcirculacion del flujo coronario. Se han propuesto 4 mecanismos que

podrian explicar este fendmeno (Basso ef al., 2010):
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» edema intracelular e intersticial, que produce compresidon extravascular

de las arterias y arteriolas,

= dano a las células del musculo liso coronario con aumento del tono

vascular y falta de relajaciéon frente al estimulo con acetilcoling,

» |iberacion disminuida de oxido nitrico que acompana un aumento del

tono vasculary

» bloqueo capilar por material tromboembdlico.

2.3.5 La produccién de ERO y el estrés oxidante.

La sobreproduccion de ERO ocurre en los primeros minutos de la reperfusion y
estd asociada con el dano por estrés oxidante. El metabolismo energético
mitocondrial es reconocido como la fuente mds importante de ERO. La
cadena de tfransporte de electrones, reduce el 95% de O2 a H,O a través de la
reduccion tetravalente, sin generar ERO. Sin embargo el 5% del O, es reducido
univalentemente a anidn superdxido, que se convierte en otras especies
parcialmente reducidas del oxigeno, como el radical hidroxilo y el perdxido de
hidrégeno (H202) (Kowaltowski et al., 2009). En condiciones fisioldgicas, el anién
superodxido es dismutado a H2O», por accion de la superdxido dismutasa (SOD).
Las células poseen mecanismos para continuar con la reduccidon del H2O2, por
lo que éste es toxico sélo a altas concentraciones. Generalmente es
convertido a H2O por accidon de la catalasa y por la glutation peroxidasa, em la
que el glutation oxidado (GSSG) es nuevamente reducido a través de la
glutation reductasa (Becker, 2004). El anidn superdxido estd en equilibrio con su
forma protonada ‘HO», la cual prevalece en estados de acidosis, como ocurre
en la isquemia. Esto contribuye al dano en las membranas celulares debido a
su alta reactividad. Durante la reperfusion, la sobreproduccion de las ERO por la

cadena de transporte de electrones en la mitocondria, asi como por otras
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fuentes enzimdticas como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa, no puede ser
regulada eficientemente por el sistema anfioxidante enddgeno, lo que
conduce a un desbalance del estado redox, condicion conocida como estrés
oxidante (Sies et al., 1991; Grech & Ramsdale, 1996; Arroyo et al., 1987; Bolli et
al., 1989). El estrés oxidante severo genera dano al producir peroxidacion de
lipidos, oxidacion de grupos sulfhidrilos, fragmentacion del ADN y reduccion del
sistema antioxidante (Lin et al, 1997, Radi ef al., 1991), afectando al
cardiomiocito, lo que se ha relacionado con la pérdida de la funcidon contrdctil
del ventriculo izquierdo (Hori & Nishida, 2009; Andreadou ef al., 2009).
Adicionalmente, se ha asociado la activacion y eventual translocacion a la
mitocondria de la proteina cinasa C (PKC) isoforma delta, con la
sobreproduccion del anidn superdxido, lo que contribuye también al dano por

reperfusion en el miocardio reperfundido (Churchill ef al., 2005).

2.3.6 El sistema antioxidante enddgeno

El sistema antioxidante enddgeno fiene la finalidad de mantener el balance
redox en la célula. Este sistema incluye ala SOD, la cual cataliza la dismutacion
del aniéon superdoxido para producir H2O2. La Cu/Zn-SOD estd presente en el
citoplasma y en el espacio infermembrana en la mitocondria mientras que la

Mn-SOD estd presente en la matriz mitocondrial (Dhalla, 2000).

La enzima catalasa reduce al H2O2 a H.O, ésta es una enzima unida a la
membrana la cual estd presente en los peroxisomas, aunque su actividad
también se ha observado en la matriz mitocondrial (Steare & Yellon, 1993).
Muchas isoformas de las tioredoxinas, reducen proteinas oxidadas a través del
infercambio tiol-disulfuro de las cisteinas. Ademds, las enzimas glutatiéon
peroxidasas catalizan la reduccidn de los hidroperdxidos de lipidos a alcoholes
y reducen también al H2O2 en presencia de GSH para formar agua y GSSG. Los

niveles de GSH se mantienen mediante la reduccion del GSSG, llevada a cabo
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por la glutation reductasa, en una reaccion dependiente del NADPH y ademas
por accion de la glutation sintetasa y la gama-glutamil cisteina sintetasa (y-
GCS), que son responsables de la sintesis de novo del GSH (Revisado en Buelna-
Chontal & Zazueta, 2013). La glutation S-transferasa (GST) comprende una gran
familia de enzimas que catalizan la detoxificacion y metabolismo de
compuestos electrofilicos, mediante la conjugacion con el GSH (Tebay et al.,
2015).

Ante la posibilidad del desarrollo de un proceso patolégico subyacente a la
isquemia vy reperfusion en el miocardio, se requieren opciones terapéuticas
cuya finalidad sea la de brindar proteccion. En este sentido, la evidencia
experimental en los Ultimos anos ha demostrado que los primeros minutos de
reperfusion representan una ventana de oportunidad para la aplicacidon de
terapias adicionales que combatan el dano generado por el restablecimiento
del flujo sanguineo al miocardio (Tullio ef al., 2013), aunque también debe existir
una segunda ventana de proteccidén que se mantenga a largo plazo. La figura
2 ilustra las contribuciones del dano provocado por la isquemia y por la
reperfusion, ademdads resalta las 2 ventanas de oportunidades para proteger al

miocardio del dano por reperfusion.

2.4 Estrategias contra el dano por reperfusion en el miocardio.

Aungue muchos agentes y estrategias cardioprotectoras, dirigidas a prevenir
los procesos previamente descritos, han tenido resultados prometedores en
estudios experimentales, han fallado al aplicarse en la clinica (Kloner, 2013).

Algunos de estos agentes son:

» Eniporide, un inhibidor del infercambiador de Na*/H* (Aldakkak ef al.,
2008; Avkiran et al., 2008)

» Caldaret, un modulador de Ca?t infracelular (Kawasumi et al., 2007;
Jang et al., 2007).

28



» Anftioxidantes, como la SOD (humana recombinante) (Flaherty ef al.,
1994), alopurinol (Guan ef al., 2003) y edaravone (Zheng ef al., 2015).

» Delcasertib que es un inhibidor de PKC-6 (Lincoff ef al., 2014).

Tamano del infarto tedrico
en ausencia de reperfusion

/ Miocardio salvado por
una efectiva reperfusion

O

5 4

€ / _ \

Ko} / Tamafo del infarto después de la reperfusion
©

8 / Infarto debido al dano por reperfusion

O

=

O

'_

N Tamano de infarto tedrico si se
previene el dano por reperfusion

Infarto debido a la isquemia

Tiempo

Tiempo de

. ; Tiempo de reperfusién
isquemia

Segunda ventana tedrica
de proteccién a largo plazo

Inicio de
la angina
de pecho

Primera ventana de
oportunidad para
terapias adicionales

contra el dafo
por reperfusiéon

Figura 2. Contribuciones del daho provocado por la isquemia y por la reperfusion en el
famano del infarfo. El esquema ilustra las aportaciones de la isquemia y reperfusion, en el
tamano del infarto final en el miocardio, descritas de manera individual. La linea negra en el
grdfico representa las contribuciones al tamano del infarto final en el miocardio, de la isquemia
y la reperfusién. La linea punteada roja indica el tamano del infarto (total) tedrico del
miocardio cuando no es sometido a ninguna terapia de reperfusion. La flecha roja indica el
tamano del infarto en el miocardio que es salvado por una efectiva terapia de reperfusion, sin
embargo no se previene el incremento en el tamano del infarto generado por la reperfusiéon. La
linea punteada verde indica el tamario del infarto tedrico, cuando se aplica alguna estrategia
gue prevenga el dafio por reperfusion (asi que el tamano del infarto generado por la isquemia
es el que contribuye al tamano del infarto final). Las flechas azules indican la primera ventana
de proteccion, en los primeros minutos de reperfusion, resaltfando que es el momento ideal de
aplicar estrategias para prevenir el dano por reperfusion; la segunda ventana de proteccion
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tedrica es igualmente importante para mantener la cardioproteccion a largo plazo. Figura
modificada de Ovize et al., 2010.

Sin embargo, otras estrategias han dado mejores resultados tanto en modelos
experimentales como en pacientes. Destacan la terapia de oxigeno
sobresaturado (Stone ef al., 2009), la ciclosporina un inhibidor del mPTP,
(Mewton ef al., 2010; Gomez et al., 2009), infusiones infravenosas de adenosinag,
donadores de oxido nitrico, (Niccoli et al., 2013; Grygier et al., 2011), péptido
natriurético aftrial, supresores del sistema renina-angiotensina: aldosterona y
endotelina-1, (Kitakaze ef al., 2007), hipotermia suave inducida antes de la
reperfusion (Kloner, 2013) y las estrategias acondicionadoras: Pre-, Per- y Post-
acondicionamiento, asi como el acondicionamiento remoto (Vinten-Johansen

& Shi, 2011; Zhao et al., 2012; Thuny et al., 2012; Staat et al., 2005).

2.4.1 El acondicionamiento y sus ventajas

Las maniobras acondicionadoras sobresalen entfre las estrategias que
combaten el dano por reperfusidon, por su capacidad de activar mecanismos
enddgenos del miocardio que evitan el dano por reperfusion. Ya que su efecto
no depende de la aplicacion de farmacos, no existe el riesgo de efectos

secundarios asociados a muchos de estos compuestos.

El Pre-acondicionamiento (PreC), descrito por primera vez en 1986 por Murry y

colaboradores, es una maniobra que consiste en aplicar ciclos cortos
alternados de oclusidn/reperfusion de la arteria coronaria, antes del evento
isquémico severo (Murry et al., 1986). Su aplicacion es limitada, ya que no es
posible predecir el momento exacto de un evento isquémico en pacientes, sin
embargo es muy efectiva en cirugia cardiaca (Yellon et al., 1993). Por otro

lado, la maniobra de Per-acondicionamiento descrita recientemente, consiste

en aplicar eventos cortos de isquemia/reperfusion en la arteria, durante la

oclusion coronaria. Esta estrategia es principalmente aplicada de manera
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remota, es decir en alguna de las extremidades (Schmidt ef al., 2006), lo que
representa cierta ventaja sobre el pre-acondicionamiento, ademds de no ser
una estrategia invasiva (per-acondicionamiento remoto), sin embargo 1os
mecanismos involucrados aun se desconocen. Zhao y colaboradores, con la
esperanza de hacer al acondicionamiento clinicamente relevante, usaron los
principios del pre-acondicionamiento y los aplicaron después del evento
isquémico severo. En 2003, describieron por primera vez la maniobra llamada

Post-acondicionamiento (PostC) y su efecto protector confra el dano por

reperfusion, al reducir el tamano del infarto en un modelo experimental canino.
La maniobra consiste en aplicar ciclos cortos de isquemia/reperfusion en la
arteria coronaria, antes de la reperfusion prolongada y evidentemente después
del evento isquémico severo (Zhao et al., 2003). Fue precisamente la maniobra

del PostC la que captd nuestra atenciéon para el desarrollo de este frabajo.

2.5 El post-acondicionamiento, estrategia protectora confra el dano por
reperfusion en el miocardio

El PostC isquémico es una maniobra mecdnica simple y segura. Dado que el
dano por reperfusidn es iniciado en los primeros minutos de la restauracion del
flujo sanguineo, el PostC debe ser aplicado al inicio de la reperfusion. La
maniobra del PostC consiste esencialmente, en modificar la reperfusidon en la
etapa temprana, mediante la restauracion gradual de la reperfusion. Para lo
cual se aplican ciclos cortos de reperfusion/re-oclusion de la arteria coronaria,
justo después del evento isquémico y antes de la reperfusion prolongada. Esta
maniobra activa una respuesta innata de proteccidon miocdrdica, reduciendo
eficientemente el tamano del infarto en diversos modelos animales (Skyschally
et al., 2009) e incluso en estudios clinicos (Staat et al., 2005; Zhao et al., 2012;
Lonborg et al., 2010; Khan et al.,, 2014). También se ha demostrado que
disminuye las arritmias caracteristicas del dano por reperfusion (lliodromitis et al.,

2006; Kloner et al., 2006). Desde que se describid esta estrategia, ha existido
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gran inferés de la comunidad cientifica por identificar a los activadores,
mediadores y efectores, asi como también definir si existen mecanismos que
participen en la normalizacién gradual del pH, en la reducciéon de las ERO y en

la prevencion de la hiperconfractura.

2.5.1. Mecanismos enddgenos de proteccion que
involucra el PostC.
La estimulacion de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) para
adenosina, bradicinina y opiodes (Gross & Gross, 2006; Cohen et al.,, 2007;
Penna et al., 2007), constituye el paso desencadenante en la senalizacion que
activa el PostC. La unidn de estos ligandos a los GPCRs, resulta en la
transactivacion de receptores firosina-cinasa (Hausenloy & Yellon, 2007), los
cuales a su vez activan a las cinasas “Reperfusion Injury Salvage Kinases” (RISK)
(Yang ef al., 2005; Tsang et al., 2004) que incluyen las vias de PI3K/Akt (Fosfatidil-
inositol 3-cinasa/Akt), MEK/Erk1/2 (Cinasas activadas por mitdogenos/ Cinasas
activadas por senales extracelulares) (Tsang et al., 2004; Darling et al., 2005;
Schwartz & Lagranha, 2006) y la PKC isoforma épsilon (PKCe) (Zatta et al., 2006;
Dong et al., 2010). Estas vias son las principales mediadoras de la respuesta
protectora. También se ha reportado la activacidon de la via “Survivor
Activating Factor Enhancement” (SAFE), aunque se ha demostrado que esta
via no es indispensable para conferir cardioproteccion (Lacerda ef al., 2009;
Lecour, 2009). Estas cinasas promueven la activacion de la sintasa del éxido
nitrico endotelial (eNOS) y también promueven la activacion de ofras cinasas,
que a su vez actiuan sobre blancos moleculares intracelulares. Destaca la
regulacion del mPTP, que es considerado como efector final de la proteccion
miocdrdica durante el PostC y en el que se ha sugerido que convergen
multiples vias de senalizacion (Vinten-Johansen & Shi, 2011; Pagliaro & Penna,

2011; Gateau-Roesch ef al., 2006). La figura 3 esquematiza a los principales
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participantes en el mecanismo de proteccion activado por el PostC en el

miocardio isquémico.

2.5.2 Importancia de la senalizacion de la via RISK en el PostC

El término de cinasas de sobrevivencia al dano por reperfusion, “RISK™ por sus
siglas en inglés (‘Reperfusion Injury Salvaged Kinases'), se acund por Yellon y
colaboradores en el ano 2002. Estudios previos evidenciaron que la activacion
de la senalizacién mediada por Erk1/2 y PI3K/Akt estaba relacionada con la
sobrevivencia del miocardio isquémico tras la reperfusion (Gottlieb et al., 1994;
Freude ef al., 2000; Zhao et al., 2003). Posteriormente, el grupo de Yellon
demostrd de forma contundente que la senalizacion mediada por Erk1/2
previene el dano por reperfusion, al evaluar el efecto del inhibidor de Erk1/2
(PD-98059) en presencia de urocortina (activador de Erk1/2 y miembro de la
familia de factores liberadores de corticotropina) en corazones reperfundidos
(Schulman ef al., 2002). Mdas tarde, ellos mismos y otros grupos de investigacion,
expandieron el concepto de la via RISK. Se ha demostrado que la activacion
farmacologica de ofras cinasas de sobrevivencia, como PI3K/Akt, reduce el
tamano del infarto en un 40 al 50% (Hausenloy ef al., 2004; Zhao et al., 2003). La
activacion de las cinasas RISK se relaciona con la accidén de una gran variedad
de agentes como agonistas de GPCRs, péptidos natriuréticos y estatinas.
Estudios posteriores han confirmado el papel de Akt y Erk1/2, en corazones de
animales sin patologias, asi como con remodelacion ventricular post-infarto

(Yang et al., 2004; Tsang et al., 2004; Zhu et al., 2006).

Los miembros originales de esta via son PI3K/Akt y Erk1/2 (Yellon & Baxter, 1999;
Hausenloy & Yellon, 2004); sin embargo, ahora se incluyen ofras cinasas de
cardioproteccion, como la proteina cinasa G (PKG), la proteina cinasa
ribosomal p70 sé (p70s6ék), la glucdgeno sintasa cinasa-3p (GSK-3R) (Hausenloy
& Yellon, 2007) y la PKCe (Hausenloy & Yellon, 2004).
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2.5.2.2 La via PI3K/Akt

La via de senalizacion PI3K/Akt es activada en respuesta a una gran variedad
de receptores, incluyendo factores de crecimiento y GPCRs (Cross ef al., 2000).
La unidn de bradicinina a su receptor causa la activacion de PI3K, la cual
fosforila al fosfatidil-inositol-4,5 bifosfato, para producir fosfatidil-inositol-3,4,5-
trifosfato, activando vias de senalizaciéon que involucran cinasas dependientes
de fosfolipidos, los que a su vez activan a Akt (una serina-treonin-cinasa,
también llamada PKB), implicada en el crecimiento celular, sobrevivencia y
migracion celular (Canfley, 2002). Diversos estudios sugieren que la
cardioprotecciéon asociada al PostC, es en gran parte debido a la activacion
de la via PI3K/Akt en los primeros minutos de la reperfusion (Tsang et al., 2004;
Bopassa ef al., 2005; Yang ef al., 2005). En los mecanismos activados por el
PostC, la via de PI3K/Akt se ha involucrado directamente con la activaciéon de
la eNOS (Tsang ef al., 2004). El oxido nitrico puede activar diferentes blancos
como PKC, la cual se ha involucrado con la apertura de los canales de potasio
sensibles a ATP (mitoKarp) en la membrana externa mitocondrial (Quinlan ef al.,
2008). Ademds, se ha demostrado que la activacion de PI3K puede reducir la
enfrada de Ca?* por el reficulo sarcopldsmico y por tanto su liberacion al
citosol, lo que podria a su vez evitar la apertura del mPTP, previniendo la
disfuncion mitocondrial durante la reperfusidon del miocardio (Abdallah ef al.,
2006).

2.5.2.3 La via de la proteina cinasa G

PKG es también un efector rio abagjo de la cascada de PI3K/Akt (Hausenloy et
al., 2011; Ovize et al., 2010). Akt fosforila a la eNOS, que aumenta la sintesis de
Oxido nitrico y activa a la guanilato ciclasa produciendo GMPc, activando a
PKG. PKG tiene como blancos a los mitoKare (Oldenburg et al., 2004; Costa ef
al., 2005) y al mPTP, a través de la fosforilacion de la GSK3-p (Juhaszova et al.,

2004). Incluso se ha propuesto que PKG inhibe al infrercambiador Na*/H*,
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retardando la normalizacion del pH infracelular durante la reperfusion en
corazones post-acondionados (Inserfe ef al., 2011), lo que atenua las
oscilaciones de Ca?+ (Abdallah ef al., 2006) y reduce la sensibilidad de las
miofibrillas al Ca?* (Inserte ef al., 2000; Shah et al., 1994).

2.5.2.4 La Glucogeno-sintasa cinasa-3 3

GSK3-p es constitutivamente activa en las células pues confribuye a muchos
procesos celulares importantes, incluyendo el metabolismo del glucégeno,
division celular (Lal ef al., 2015) e incluso sobrevivencia celular (Juhaszova et
al., 2004). En este respecto, puede ser considerado ademds como un blanco
de la via RISK. Algunos de los reguladores negativos de GSK3-R pueden ser PI3K,
PKC, TOR (target of rapamycin) y las MAPKs (Gateau-Roesch ef al., 2006). Se
sabe que Erk1/2, a fravés de la cinasa p90RSK (proteina cinasa sé ribosomal de
90KDa), puede fosforilar e inhibir a GSK3-p (Eldar-Finkelman ef al., 1995) y en
consecuencia inhibir la apertura del mPTP (Juhaszova et al., 2004). Esto Ultimo,
probablemente a través de la interaccidon de GSK3-f con la translocasa de
nucledtidos de adenina, que es uno de los componentes del mPTP y que se
localiza en la membrana interna mitocondrial (Nishihara ef al., 2007; Das et al.,
2008). Animales experimentales, que contfienen una forma mutada de GSK-3p,
cuya mutacion impide que sea fosforilada, mostraron ser resistentes a los
efectos benéficos del PostC, en la reduccion del tamano del infarto,
sugieriendo que la inactivacion de GSK-3p es requerida para los efectos de

proteccion del PostC (Gomez et al., 2008).

2.5.2.5 Lasenalizacion de Erkl1/2

El PostC protege el miocardio en gran parte, a través de la activacion de la via
MEK1/2-Erk1/2 (Darling et al., 2005; Yang et al., 2004). El mecanismo a través del
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cual Erk1/2 es activada en los corazones post-acondicionados en los primeros
minutos de la reperfusion, aun se desconoce; sin embargo los posibles
responsables de su activacion pueden ser la adenosina, PKC o las ERO
(Hausenloy & Yellon, 2006). Aunque la activacion de esta via es esencial en la
cardioproteccion por el PostC, sus blancos aun no han sido completamente
dilucidados. Se sabe que el mecanismo de sobrevivencia celular activado por
estas cinasas involucra la habilidad de fosforilacion e inactivacdn de proteinas
pro-apoptdticas. Erk1/2 puede fosforilar directamente a la proteina pro-
apoptoética BAD (Datta et al., 1997) o indirectamente a través del reclutamiento
de la cinasa p90RSK (Harada et al., 2001), resultando en la prevencion de la

apoptosis (Zha ef al., 1996).

Recientemente se ha propuesto, que la via de Erkl/2 puede incidir
directamente en el proteoma de la mitocondria, a través de vesiculas
asociadas a la membrana mitocondrial, que podrian transportar ofras cinasas
activas (Hernandez-Resendiz & Zazueta, 2014), inhibiendo la apertura del mPTP

y previniendo la disfuncidon mitocondrial.
2.5.2.6 Laviade PKC

En relacion al papel de PKC, los primeros hallazgos demostraron que su
inhibicion farmacoldgica abrogd los efectos protectores del PostC, pues evitd
la disminucion del tfamano del infarto (Penna et al., 2006). Este efecto se ha
relacionado con la activacion de los mitoKare (Penna ef al., 2006; Lemoine et
al., 2010), aunque en realidad no se conoce el mecanismo exacto. Por ofro
lado se evidencid que el receptor sensible a calcio (CaR), causa una reduccion
en el inositol trifosfato, 1o que confribuye a un incremento de la liberacion de
Ca?+ infracelular del retficulo endopldsmico. Este proceso es regulado
negativamente por PKCe en el PostC isquémico al fosforilar la Thr-888 del CaR,

contribuyendo a la prevencidon de la apoptosis en el cardiomiocito y
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reduciendo la [Ca?*];, aliviando también la liberacion de [Ca?*] del reficulo

endopldasmico y la elevacion de [Ca?t] mitocondrial (Dong ef al., 2010).

AUn quedan muchos aspectos de la actividad de estas cinasas que
permanecen sin resolver en el contexto de la cardioproteccién, principalmente
la identidad de sus blancos moleculares y como se regula la compleja
interrelacion entre las diferentes vias de senalizacion. Lo que se considera
consenso, es que la activacion de la via RISK, ya sea la farmacoldgica o por la
aplicacion del PostC isquémico, debe ocurrir al inicio de la reperfusion
miocdrdica, demostrando que hay una ventana de tiempo critica y limitada
para iniciar la respuesta de proteccidon confra el dano por reperfusion
(Jonassen et al., 2001; Kin et al., 2004).

En este sentido, la inhibicidon farmacoldgica del mPTP una vez iniciada la
reperfusion, es totalmente ineficiente (Hausenloy et al., 2003), confirmando que
la activacion de la senalizacion cardioprotectora debe ser al comienzo de la

reperfusion.

Aunque la activacion de las senales que llevan a la proteccidon del miocardio
isquémico en la reperfusion, debe ocurrir en los primeros minutos de la
reperfusion, en la llamada primera ventana de proteccion, es necesaria und
segunda ventana de proteccion que involucre la sintesis de novo de proteinas
o la inhibicion de sintesis de ofras, para ayudar al mantenimiento de la
cardioproteccion a largo plazo. Al respecto, se ha demostrado que el dano por
reperfusion involucra la activacion, dependiente del estrés oxidante, de NF-kB
(P65) y que la aplicacion del PostC inhibe su activacion, reduciendo la sintesis
de moléculas pro-inflamatorias (Kin et al., 2008). Asi, la disminucién de la
inflamacion tfras aplicar el PostC, contribuye al mantenimiento de la

homeostasis celular.

37



Bloqueo en una rama de la
\ arteria coronaria izquierda

Reperfusidon
Infarto

PostC
Isquemia i
prolongada Reperfusion
LpH
: . . | . Mecanismos
Activadores: fisiolégicos:
Adenosina GPCRs

Oxido nitrico
Especies reactivas SAFE Homeos’rosw

de oxigeno
Especies reactivas de C
de nitrégeno
CARDIOPROTECCION

= Reduccion del tamano del infarto

= Disminucion de apoptosis

= Prevencion de la disfuncién endotelial
= Disminucidon de inflamacién

Bradicinina Vias de transduccion: Normalizacion
Opiodes l RISK ' h del pH

Figura 3. Resumen del mecanismo de cardioproteccion desencadenado por el PostC.
La figura ilustra los principales activadores que se han descrito a la fecha, éxido nitrico,
opioides, adenosina y bradicining, los cuales contribuyen a la activacion de los mediadores: las
vias RISK y SAFE, a través de los GPCRs (receptores acoplados a proteinas G). Como efectores
se han descrito: la apertura de los mitoKare (canales de potasio sensibles a ATP en la membrana
mitocondrial) y la inhibicidon de la formacién del mPTP (poro de la transicién de la membrana
mitocondrial). Los efectores, dan lugar al restablecimiento de mecanismos fisioldgicos como la
normalizacién del pH y la homeostasis del Ca?*, contribuyendo a la proteccién del miocardio

isquémico post-acondicionado.
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2.6  Nrf2, el regulador maestro del sistema antioxidante

El factor nuclear E2 relacionado al factor 2 (Nrf2), es el factor de franscripcion
encargado de mantener el equilibrio redox intracelular. Es miembro de la
familia Cap’n’collar, una subfamilia de factores de transcripcion con un cierre
(‘zipper’) de leucinas (bZIP) (Bryan et al., 2013). Es responsable de la expresion
constitutiva e inducible de proteinas involucradas en el sistema antioxidante y
detoxificante, tales como hemoxigenasa-1 (HO-1) (Chorley ef al., 2012; Hirotfsu
et al., 2012; Ishii et al., 2000; Alam ef al., 1999), NAD(P)H quinona oxidoreductasa
1 (NQOT1) (Malhotra et al., 2010; Hirotsu et al., 2012; Thimmulappa et al., 2002;
Leonard ef al., 2006; Lee et al., 2001b), GST isoenzimas a4, yu2, y3 (Malhotfra et
al., 2010; Hirotsu ef al.,, 2012; Chanas et al., 2002), yl, p5, al, a3, y ml
(Thimmulappa et al., 2002; Chanas et al., 2002; Leonard et al., 2006), GST
microsomal 1y 2, epdxido hidrolasa (Malhotfra et al., 2010; Hirotsu ef al., 2012;
Thimmulappa et al., 2002), UDP-glucuronosiltransferasa, aldocetoreductasa 1B7
y 1B8, aldehido deshidrogenasa 1A1, TA7 (Thimmulappa ef al., 2002, Leonard et
al., 2006), y-GCS tanto la subunidad reguladora (GCLM) como la subunidad
catalitica (GCLC), glutation reductasa (Chorley ef al., 2012; Hirotsu ef al., 2012;
Thimmulaoppa et al., 2002), SOD-Cu/In (Park & Rho, 2002) y glutation peroxidasa
(Thimmulappa et al., 2002).

Ademds el Nrf2 regula a multiples factores de transcripciéon, tales como el
receptor aril-hidrocarbono (AHR), v-maf musculo-aponeurdtico fibrosarcoma
oncogen homolégo G (MAFG), receptor retinoide X alfa (RXRA), v-myc
mielocistomatosis ciral oncogen homadlogo (MYC), CCAAT/proteina de unidon
potenciadora (C/EBP) alfa (CEBPA), el factor asociado 2 a YY1 (YAF2) y el
potenciador ‘hairy’ de division 1 (HES1) (Malhotfra ef al., 2010; Chorley ef al.,
2012; Hirotsu et al., 2012).
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2.6.1 Mecanismo de regulacion de Nrf2. Papel de Keap.

Nrf2 es regulado por su represor citosdlico, conocido como: proteina 1
asociada al dominio ECH parecida a Kelch (Keapl). Keap! estd principalmente
distribuido en el citoplasma, unido a través del dominio Kelch/DGR a los
flamentos de actina y/o miosina Vlla en el citoesqueleto (Li & Kong, 2009).
Keapl en combinaciéon con un componente adaptador del complejo E3
ligasa-ubiquitina basada en Cul3 (cullin 3), promueve la ubiquitinacion y
degradacion proteosomal en condiciones basales (Eggler ef al., 2009; Takaya
et al., 2012). Keap1 actia como un sensor redox en presencia de ERO, pues al
oxidarse en cisteinas reactivas especificas, promueve la liberacion de Nrf2,
permitiendo su acumulaciéon en el ndcleo (Baird & Dinkova-Kostova, 2011). Una
vez dentro del nucleo, Nrf2 se heterodimeriza con proteinas Maf pequenas,
MafG, MafF y MafKk (una familia de reguladores franscripcionales bZIP
bidireccionales) (Baird & Dinkova-Kostova, 2011) favoreciendo su unidn a ARE

(Elementos de Respuesta Antfioxidante).

Por medio de andlisis de unién, se ha demostrado que los heterodimeros Nrf2-
Maf requieren una secuencia GC (o caja GC) sobre la region 3'-ARE (Hirofsu et
al., 2012). Ademds, se ha reportado que multiples reguladores transcripcionales
como los co-activadores de la familia p160, CREB-binding protein (CBP)/p300
(Zhu & Fahl, 2001; Sun et al., 2009), co-represores tales como el silenciador
mediador de receptores retinoides tiroideos (SMRT) y la desacetilasa de histona
(HDAC) 3, pueden interaccionar con el Nrf2 para formar un complejo nuclear
(Ki et al., 2005; Liu et al., 2008). Por otro lado se ha propuesto que la fosforilacion
de Nrf2 puede inducir su liberacion de Keapl. Nrf2 puede ser potencialmente
fosforilado en multiples sitios por diferentes cinasas y tal fosforilacion parece ser
importante en su activacién. Aungue este factor de transcripcidon puede ser
hiperfosforilado, la fosforilacidn en Ser40 parece ser crucial para su disociacion

de Keapl (Huang ef al., 2002; Bloom & Jaiswal, 2003). En este sentido, miembros
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de la familia MAPKs, tales como Erk1/2, p38 y JNK (c-Jun-N-cinasa terminal) han
sido senaladas como cinasas potenciales que promueven la activacion de Nrf2
(Zipper et al., 2000; Shen et al., 2004; Jin et al., 2012).

Ademas, algunos estudios indican que la PI3K (Deng et al., 2013; Niture et al.,
2014; Tsai et al., 2013) y la PKC pueden catalizar la fosforilacion de Nrf2 en la
serina 40 (Ser40) (Huang et al., 2002; Li & Kong, 2009). También se sabe que
algunas proteinas moduladoras son blancos de fosforilacion, lo que constituye
otro punto de regulacion en la expresion de genes mediados por Nrf2 (Bellezza

et al., 2010). La figura 4 esquematiza el mecanismo de regulacion de Nrf2,

El estudio de este factor de franscripcion ha tomado gran relevancia en
diversas patologias, convirtiéndose en un posible candidato para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas. En este contexto, un estudio reciente
demostrd efectos benéficos sobre la disfuncidon renal créonica y cardiaca a
través de la activacion de Nrf2. El estudio demuestra que el tratamiento crénico
de curcumina en ratas con disfunciéon renal cronica, puede proteger contra la
remodelacion patoldgica cardiaca, al disminuir eventos isquémicos y preservar
la funcidn cardiaca. La cardioproteccion involucrd la disminucion en la
produccion de ERO, asi como la prevencion del dano por estrés oxidante y el
aumento de la respuesta antioxidante enddégena, mediante activacion de Nrf2

por el antioxidante curcumina (Correa ef al., 2013).

2.7 Papel de las ERO como moléculas senalizadoras

Clasicamente las ERO eran considerados Unicamente como daninas, sin
embargo sabemos que éstas se forman continuamente en la célula (Halliwel &
Gutteridge, 1984) y que el sistema antioxidante enddégeno establece un fino

balance para mantener el equilibrio redox que permite la homeostasis en la
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Figura 4. Mecanismo de activacion de Nrf2. En condiciones normales, Nrf2 es
secuestrado en el citoplasma por su proteina represora Keapl, la cual funciona como un
adaptador entre Nrf2 y Cul3 (para la degradacién de Nrf2 via proteosomal). En respuesta al
estrés oxidante, Nrf2 se acumula dentro del nicleo interaccionando con proteinas Maf
pequenas y con el co-activador CBP, para su unién a la cromatina en la secuencia ARE, que se
encuentra en la regiéon promotora de sus genes blanco. El papel de Nrf2 como regulador
maestro del sistema antioxidante ha sido relacionado directamente con efectos protectores en
la célula.

célula. Las ERO regulan un gran niUmero de procesos vitales en la célula como
el metabolismo energético, respuestas de sobrevivencia/estrés, apoptosis,
respuesta inflamatoria, diferenciacion y la respuesta inmune, por lo que su
papel en la senalizaciéon es muy importante (Becker, 2004; Andreadou et al.,
2009).

Asi pues, el balance del estado redox determina las funciones fisiologicas o
deletéreas de las ERO en la célula (Befteridge, 2000). Recientemente, se ha
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empezado a estudiar el papel potencial de las ERO como moléculas
senalizadoras, sin embargo aun se desconocen los mecanismos a fravés de los
cuales podrian actuar. Respecto a la proteccion miocdrdica sdlo existen un par
de articulos que sugieren que las ERO participan en la cardioprotecciéon por el
PostC. Por un lado, Penna y colaboradores (2006) administraron N-acetil-
cisteina (NAC) poco antes de aplicar el PostC en un modelo de corazdn
agislado, lo que elimind la proteccidon conferida por la maniobra. Cuando
administraron NAC una vez aplicado el PostC y empezada la reperfusion, se
mantuvo el efecto protector del PostC, sugiriendo que las ERO generadas
durante la maniobra son indispensables para que se active la respuesta
enddgena de proteccion. En otro estudio, se encontraron hallazgos similares. La
utilizacion de un buffer con una concentracion baja de Oz, durante los ciclos
de PostC, abatié la proteccidon, evaluada como tamano del infarto en un
modelo de corazdn aislado (Cohen et al., 2008). Estos reportes sugieren que la
presencia de las ERO en el miocardio durante la maniobra del PostC, es
esencial para activar la respuesta de proteccion, ademds de que su presencia

no altera el balance redox en el corazoén.

Aunque los mecanismos de accion de las ERO en la senalizacion
cardioprotectora, aun no se entienden por completo, es posible que se
relacionen con la modificacion selectiva y reversible de aminodcidos redox-
sensibles de diferentes proteinas como cinasas, fosfatasas, canales idnicos y
factores de transcripcion, afectando asi su actividad (Winterbourn & Hampton,
2008).

3. Antecedentes

Estd plenamente demostrado que el PostC isquémico protege al miocardio
contra el dano por reperfusion, previniendo arritmias, disminuyendo el tamano

del infarto y manteniendo la funcion cardiaca tras una reperfusion prolongada.
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La efectividad del PostC se ha evaluado en el modelo experimental de
corazoéon aislado de perfusion refrograda Langendorff (Goodman ef al., 2008;
Yong et al., 2008; Correa et al., 2008; Moriguchi et al., 2010; Somers et al., 2011;
Arreguin ef al., 2012) y en el lamado ‘working heart’ (du Toit et al., 2008), asi
como en el modelo in vivo (Wagner ef al., 2010; Liu ef al., 2013; Kolettis ef al.,
2013; Hernandez-Resendiz & Zazueta, 2014). Ademds se sabe que las vias
PI3K/Akt y Erk1/2, participan, no sdlo en el mecanismo de proteccion de
corazones sin antecedente patoldgico sometidos a isquemia y reperfusion
(Tsang ef al., 2004; Hausenloy & Yellon, 2006; Hausenloy et al., 2011; Ovize et al.,
2010), sino también en modelos con co-morbilidad asociada, aunque en
algunos de estos, la incapacidad de activar dichas cinasas provoca la
abolicion de la cardioproteccion del PostC (Wagner et al., 2008; Oosterlinck et
al., 2013; Herndndez-Reséndiz et al., 2013; Wu et al., 2015).

En relacion al estado redox, es importante destacar que aplicando el PostC
isquémico, los niveles de GSH se mantienen en la reperfusion, tanto en
corazones sin antecedente patoldgico (Serviddio et al., 2005; Arreguin et al.,
2012) como con co-morbilidad asociada, por ejemplo en ratas con infarto
apical previo a un segundo insulto isquémico (Correa et al., 2015). En ambas
condiciones, los niveles de GSH son comparables a los de un animal sin el
insulto isquémico; también se ha documentado el aumento de la actividad de
las principales enzimas antioxidantes como resultado del PostC (Penna et al.,
2011). Al respecto, aunque se ha reportado la disminuciéon del estrés oxidante a
consecuencia de la aplicacion del PostC, el papel del factor de transcripcidn
Nrf2 no habia sido estudiado, por lo que en este trabajo se planted medir los
posibles cambios en su activacion en un modelo in vivo de isquemia-
reperfusion, para establecer si existe una relacion entre la cardioproteccion
sostenida a largo plazo y el aumento en la expresion de enzimas antioxidantes
reguladas por este factor de transcripcion. Ya que la actividad del factor de

transcripcion Nrf2 puede ser regulada por la accidon de cinasas citosdlicas in

44



vitro (Bloom & Jaiswal, 2003; Zipper & Mulcahy, 2000; Lee et al., 2001a), fambién
se planted estudiar si la activacion de este factor puede ser inducida por las
cinasas activadas por el PostC: PI3K, PKC y/o Erk1/2, las cuales forman parte de
la via de senalizacion RISK y cuya activacion podria ser a su vez sensible al

estado redox.

4. Planteamiento del problema

El fundamento de este proyecto fue estudiar si en corazones con PostC, el
mantenimiento del balance redox contribuye a que las ERO puedan activar la
senalizacion de cinasas RISK y éstas a su vez puedan inducir la activacion de la
respuesta antioxidante enddgena, mediante |la activacion del factor de
transcripcion Nrf2. Planteamos que esta via es crucial para mantener el
balance redox celular durante la reperfusion, protegiendo al miocardio a largo

plazo.

5. Hipotesis

Sila activacion del factor de transcripcidon Nrf2 participa en la cardioproteccion
y depende de la senalizacion que involucra a las cinasas PKC, PI3K y Erk1/2,
enfonces la inhibicidon de una o varias de estas cascadas de senalizacion, se
reflejard en la disminucion de la activacion transcripcional de Nrf2 y en el
estado redox de los corazones PostC. Por otro lado, si la activacion de PKC, PI3K
y Erk1/2 tras la aplicacion del PostC es dependiente del estado redox, al
eliminar las ERO durante el PostC, evitard la activacion de las cinasas y a su vez
de Nrf2.
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6. Objetivo General

Evaluar si el factor de transcripcidon Nrf2 contribuye a la cardioproteccion
conferida por el PostC, en corazones reperfundidos y si su funcion es regulada

por la activacion redox de las cinasas PKC, PI3K o Erk1/2.

6.1 Objetivos particulares

® Determinar si existe un incremento en la activacidon de Nrf2 en

corazones sometidos al PostC.

® Determinar el estado de fosforilacion de Nrf2, su eventual

acumulacién nuclear y su afinidad por ARE.

® Evaluar el estado redox para relacionar la  respuesta
cardioprotectora a largo plazo, con el posible aumento del sistema

antioxidante promovida por la activacion de Nrf2.

® Definir la contribucion de PKC, PI3K y Erk1/2 en la activacion de Nrf2

en corazones post-acondicionados.

® Deferminar la parficipacion de la senalizacion-redox sobre la
activacion de las cinasas PKC, PI3K y Erk1/2 en los mecanismos de

proteccion miocdrdica, asociados al PostC.

7. Metodologia

7.1 Protocolo experimental en un modelo in vivo

El protocolo experimental se realizO en un modelo in vivo de isquemia-
reperfusion. Ratas wistar machos de 450 g fueron inyectadas con pentobarbital
de sodio (1U/100 gi.p.) y heparina (1.7 U/Kg i.p.). Se evalud una completa falta
de respuesta al dolor determinando el reflejo de retraccidon pedal. Las ratas
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fueron ventiladas artificialmente a través de la insercidon de una cdnula en la
frdquea, conectada a un venfilador para animales pequenos (Harvard
Apparatus 683). Después se realizd una toracotomia lateral izquierda, para
exponer el corazén y localizar la arteria coronaria descendente anterior (LAD),
la cual se ocluyd desde su nacimiento con un nudo hecho con hilo de seda
para sutura 6-0, después el nudo fue liberado para la reperfusion miocdardica
(Pavon et al., 2012). La actividad eléctrica fue monitoreada frecuentemente
con 3 electrodos conectados, uno en la extremidad inferior izquierda, otro en la
extremidad superior derecha y ofro en el dpex, mientras que los pardmetros
hemodindmicos fueron evaluados mediante la intfroduccion de un catéter
presidn-volumen (Mikro-Tip; Millar) dentro de la cavidad del ventriculo izquierdo.
La funcidn cardiaca se evalué con el software PVAN Ultra, mediante la

generacion de una tabla hemodindmica.

Todos los grupos experimentales fueron estabilizados durante 10 min. El grupo
de isquemia-reperfusion (IR) fue sometido a 5 minutos de oclusidon de la arteria
LAD, como se ha descrito previamente por diferentes grupos (Manning ef al.,
1984; Hagar et al., 1991; Parra et al., 1991; Garcia-Rivas et al., 2006). La oclusidn
de LAD induce una inmediata palidez de la zona isquémica en la pared
ventricular. Posteriormente, se liberd la oclusion permitiendo la reperfusion por
10 y 60 minutos (IRio; IRs0). La reperfusion se confimd por el cambio de
coloracioén en la pared ventricular de cianosis a hiperemia y por el comienzo de
taquicardias ventriculares. El grupo PostC fue sometido a un restablecimiento
intermitente del flujo sanguineo, a través de 3 ciclos de reperfusion/re-oclusion
(10 s cada uno) después de la oclusion de la arteria LAD y antes de 10 o 60 min
de reperfusion (IR10+PostC; IRg+PostC). También se realizd un procedimiento de
cirugia simulada en animales sham, pasando el hilo de sutura alrededor de la
arteria LAD al minuto 10 de estabilizacion, sin realizar la oclusion. Los protocolos

de IR, PostC y la administracion de inhibidores, son senalados en la Figura 5.
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7.2 Medicion del tamano del infarto

Al final de los protocolos experimentales, la arteria LAD fue re-ocluida para
inyectar 1 mL de una solucion de azul de Evans al 5% en el ventriculo izquierdo y
asi determinar la extension del drea de riesgo (drea no coloreada de azul)

(Boengler et al., 2010).

Posteriormente, los corazones fueron extraidos y congelados a -20°C durante 30
min, una vez congelados fueron cortados en secciones fransversales de
aproximadamente 2 mm (6 a 9 rebanadas). Las rebanadas se incubaron en
una solucion de 2,3,5-cloruro de frifenil tetrazolio al 1% en amortiguador de
fosfatos (pH 7.4) a 37°C por 20 minutos, con agitacion constante. Después, las
rebanadas fueron preservadas en una solucion salina de fosfatos con 0.01 % de
azida de sodio, para aumentar el contraste entre el drea de no riesgo (azul),
drea de riesgo (color pdlido), drea de riesgo viable (color rojo) y el drea
infartada (blanca) (Erfracht et al., 2014; Buelna-Chontal et al., 2011). Finalmente
las rebanadas fueron fotografiadas y el tamano del infarto se calculd como
porcentaje respecto al drea de riesgo (AAR) en el ventriculo izquierdo, usando

el programa Image J (NIH, Bethesda, MD, USA).

7.3 Andlisis de activacion de las cinasas RISK (Inmunodeteccion)

Se realizd inmunodeteccién por western-blot, a partir de los homogenados
obtenidos de los ventriculos izquierdos. Se analizé el contenido de PKC y PKCe
fosforilada (P-PKC, P-PKCeg), PKC total, PI3K fosforilada (P-PI3K), PI3K total, Erk1/2
fosforilada (P-Erk1/2) y Erk1/2 total, se empled como confrol de carga la

proteina total respectiva.
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7.4 Inmunoprecipitacion de Nrf2 y evaluacion de su fosforilacion en Ser40,
en treoninas y tirosinas.

Los homogenados de ventriculo izquierdo (3 mg) fueron incubados con 4 ug de
anficuerpo contra Nrf2 (C-20) en agitacion durante 3 h a 4°C. Después se
agrego proteina G acoplada a perlas de sefarosa (50 yL del ‘slurry’) y se
incubaron toda la noche en frio. Posteriormente Ias muestras fueron
centrifugadas a 1000 rom durante 30 seg a 4°C. Las perlas de sefarosa fueron
lavadas con amortiguador Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, Igepal 0.5 %, NaF 100
mM, pH 8.0 y nuevamente centrifugadas. El sobrenadante fue descartado vy las
perlas de sefarosa fueron incubadas en amortiguador con SDS 5X para
posteriormente determinar por inmunodetecciéon la fosforilacion en Ser40, asi
como la fosforilacion en los aminodcidos tfreoninas (Thr) vy firosinas (Tyr), de Nrf2.
La relacidon entre la proteina fosforiiada y total fue obtenida en la misma
membrana en todos los experimentos y después los datos fueron comparados

entre los grupos.

7.5  Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA).

Los extractos nucleares fueron obtenidos de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, usando un kit de exitraccion nuclear (Chemicon 2900). El
oligonucledtido biotinilado con la secuencia ARE
(GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTIT) fabricado por Accesolab S.A. de C.V.
(México D.F.) fue utilizado como ADN blanco. Las reacciones de unidon se
incubaron 60 min a temperatura ambiente, en presencia de 50 ng/uL de poly
(dl- dC), nonidet P-40 al 0.05%, glicerol al 2.5 %, EDTA 10 mM, MgCla, 5mM, KCI
0.05 M en el amortiguador de union 1X, usando 20 fmol del oligo ARE-Biotinilado
(ARE-B) y 10 ug del extracto nuclear. El ensayo de competencia fue llevado a
cabo incubando un exceso de ARE-no marcado (ARE-U) durante 30 min, antes

de la adicion del ARE-B. Para identificar a Nrf2 en el complejo formado por
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ADN-proteina, se realizd el ensayo de super-retardo, incubando 10 ug del
extracto nuclear con 2.5 uyg del antficuerpo contra Nrf2 toda la noche a 4°C.
Posteriormente se adiciond B-ARE, seguida de una incubacion de 60 min.
Después las muestras fueron cargadas en un gel de poliacriliamida al 5%, pre-
corrido 60 min en amortiguador Tris-Borato-EDTA 0.5X (TBE). Los complejos fueron
separados a 100 V vy ftransferidos a una membrana de nylon cargada
positivamente, 30 min a 380 mA en amortiguador TBE 0.5 X. El ADN transferido
fue entrecruzado a la membrana con luz U.V. y finaimente fue detectado por

quimioluminiscencia usando el conjugado estreptavidina estabilizada-HRP.

7.6  Andlisis de proteinas antioxidantes reguladas por Nrf2

La determinacion del contenido de las proteinas y-GCS, GST y Cu/Zn-SOD se
realizd con anficuerpos especificos, utilizando un sistema de deteccidon
guimioluminiscente. Se utilizdO como control de carga GAPDH o B-actina. La
relacion entfre la proteina analizada y la proteina de control de carga fue
obtenida en la misma membrana en todos los experimentos y posteriormente

los datos fueron comparados entre los grupos.

7.7  Papel de PKC en la activacion de Nrf2 por el PostC

Para evaluar el efecto de PKC sobre la activacion de Nrf2, varias
concenfraciones del inhibidor queleritrina (Q), se administraron a las ratas via
i.v. alos 5 minutos del periodo de estabilizacion. A una dosis de 70 mg/kg de Q,
la PKC se inhibid sustancialmente, por lo que esta dosis se utilizd en los

experimentos posteriores.
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Figura 5. Protocolo experimental. Los grupos experimentales fueron estabilizados durante 10

minutos (barras negras). En los grupos Sham, la flecha indica la simulacidon de la oclusiéon. La

barra blanca, después de la estabilizaciéon, indica la oclusibn de la arteria coronaria

descendente anterior (LAD) por 5 min, seguida por 10 o 60 min de reperfusion. Los grupos:

IR10+P0OstC y IRso+PostC fueron sometidos a la maniobra del PostC (3 ciclos de reperfusion/re-

oclusion de 10 segundos cada uno). El grupo PostC, fue sometido solamente a la isquemia y al

PostC, una vez aplicada la maniobra se recolectd el ventriculo izquierdo para la determinaciéon
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del estado redox en el miocardio. Los grupos: IRio+PostC+AA y IRso+PostC+AA, fueron tratados
con dcido ascoérbico (AA), inyectado en el ventriculo izquierdo al minuto 3 de la isquemia. Los
grupos: IR10+PostC+l e IRso+PostC+l fueron tratados con queleritrina (Q), inhibidor de PKC, a una
dosis de 70 mg/kg i.v. al minuto 5 de la estabilizacion o con wortmanina (W), inhibidor de PI3K,
a una dosis de 50 nM inyectada en el ventriculo izquierdo durante la estabilizacién. La flecha

indica el momento de la administracién del inhibidor (l), ya sea Q o W.

Al final de los experimentos, los corazones fueron rdpidamente extraidos, se
obtuvieron los ventriculos izquierdos, que inmediatamente se congelaron en
nitrdgeno liquido para ser almacenados a -70°C hasta el ensayo.
Posteriormente los ventriculos izquierdos fueron pulverizados con un pistilo pre-
enfriado en un mortero pre-enfriado y el tejido pulverizado fue disuelto en un
amortiguador de extraccion de proteina frio de Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM,

Igepal 0.5 %, NaF 100 mM, pH 8.0, para los experimentos posteriores.

7.8 Andilisis de la actividad de PKC

Se obtuvieron homogenados de los ventriculos izquierdos recolectados de
acuerdo a los profocolos experimentales. Se analizaron en Ia mayoria de los
experimentos mediante inmunodeteccion por western-blot, evaluando PKC
fosforilada y total. También se realizd por medio del kit Peptag, un ensayo no
radioactivo para la deteccion de la actividad de PKC (PROMEGA) de forma

cualitativa y cuantitativa. Se reportaron unidades de actividad de PKC.

7.9 Ensayo de actividad de la glutation S-transferasa

Se prepard la mezcla de reaccidon con de amortiguador de fosfatos 0.05 M
(0.91 ml) pH 6, con 0.02 ml de GSH 0.1 M, 0.05 ml de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) 0.1 M, y 0.02 ml del homogenado del ventriculo izquierdo

correspondiente, de acuerdo al método descrito por Habig y colaboradores
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(1974). El incremento en la absorbencia fue medida a 340 nm en un
espectrofotometro Beckman DU-65 (usando el modulo de cinéfica Soft-Pac
kinetics). La reaccioén fue monitoreada durante 3 min y registrada cada 60 s. La
actividad de GST se calculd con el coeficiente de extincion molar para el
CDNB de 2.6 mmol!' x cm vy los resultados fueron expresados como unidades
de actividad por mg de proteina (1 unidad de GST conjuga 1 umol de CDNB
con GSH por min a 25°C, pH 6.5).

7.10 Ensayo de actividad de la Cu/Zn-superoxido dismutasa

La actividad de la SOD fue determinada midiendo su capacidad para inhibir la
reduccion del nitro azul de tetrazolio (NBT) por el anién superdxido, generado
con el sistema xantina/xantina oxidasa. La mezcla de reaccion se prepard con
EDTA 0.6 mM, NBT 150 uM, xantina 0.3 mM, albUmina sérica bovina al 0.1 % y
carbonato de sodio 400 mM. Los homogenados de ventriculo izquierdo (en una
dilucion 1:50) mas 30 yl de xanfina oxidasa (2.5 U/L) fueron agregados a la
mezcla de reaccion para una posterior incubacion a temperatura ambiente
por 30 minutos. La reaccion fue detenida con 132 ul de cloruro de cobre 0.8
mMM. La densidad 6ptica fue medida a 560 nm. La actividad total de la SOD fue
evaluada primero de la manera previomente descrita y posteriormente se
desarrolld el ensayo en presencia de cianuro de potasio 50 mM, para inhibir a la
Cu/In-SOD, asi se obtuvo la actividad de Mn-SOD (Pedraza-Chaverri et al.,
2000) y se calculd la actividad correspondiente a la Cu/Zn-SOD. Los resultados

fueron expresados como unidades de Cu/Zn-SOD por mg de proteina total.

7.11 Determinacion de glutation reducido intracelular.

En una reaccion catalizada por la GST, el compuesto monoclorobimano (mCB),

forma un aducto estable con el GSH, que puede ser medido
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fluorométricamente. La mezcla de reaccion contiene amortiguador Krebs-
Henseleit, pH 7.4, mCB TmM, GST 1U/mL y el homogenado del venfriculo
izquierdo. Después de 30 minutos de incubacion a 37°C, los cambios en la
fluorescencia fueron medidos a Aex 385 Nm y Aem 478 nm en un lector de
microplacas (Synergy HT multimode microplate reader). Las lecturas fueron
tomadas cada 15 minutos y los valores obtenidos fueron comparados con una

curva estandar de GSH. (Garcia-Nino ef al., 2013).

7.12 Papel de PI3K en la activacion de Nrf2 por el PostC

Para evaluar el efecto de PI3K sobre la activacion de Nrf2, se utilizd wortmanina
(W) 50 nM, administrada a las ratas durante el periodo de estabilizacion (al
minuto 5), mediante una inyeccion directa al ventriculo izquierdo. A esta dosis,
la cinasa PI3K fue sustancialmente inhibida en el grupo con PostC. Al final de los
experimentos, los corazones fueron rdpidamente exfraidos, se obtuvo el
ventriculo izquierdo y se congeld inmediatamente con nitrogeno liquido.
Posteriormente los ventriculos izquierdos fueron pulverizados con un pistilo y
mortero pre-enfriados y fueron disueltos en un amortiguador de Tris—sHCI 50 mM,
NaCl 120 mM, Igepal al 0.5 %, NaF 100 mM, pH 8.0, para los experimentos

posteriores.

7.13 Determinacion de especies reactivas de oxigeno totales

Se utilizaron homogenados frescos del ventriculo izquierdo, preparados en
amortiguador de fosfatos Dulbecco’s con una mezcla de inhibidores de
proteasas y fluoruro de sodio (100 mM). El ensayo se desarrollé incubando los
homogenados con 2,7-dicloro-dihidro fluoresceina-diacetato (DCFH-DA) 10 uM
durante 15 minutos en oscuridad y agitacidon constante a 37°C. Se midié la

fluorescencia usando un espectrofluorémetro Shimadzu RF5000 a Aex 488 nm 'y
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Aem 530 nm (Rhee ef al., 2010). Se reportaron unidades arbitrarias de

fluorescencia (UAF) ajustadas por mg de proteina total.

7.14 Papel de la senalizacion redox en la activacion de las cinasas PKC,
PI3K'y Erk1/2, en el PostC
Para definir si el efecto protector del PostC es sensible al estado redox, se
incluyé un grupo fratado con el antioxidante dcido ascoérbico (asc) como
atrapador de las ERO en el PostC (grupos IRiotPostC+asc; IR¢+PostC+asc). El
asc se aplicé a una dosis 100 mg/Kg, administrada directamente en el
ventriculo izquierdo al minuto 4 de la isquemia (antes del PostC) y seguida de

10y 60 min de reperfusion.

7.15 Determinacion del H,O, en corazones tratados con dcido ascorbico

Se prepararon homogenados frescos del ventriculo izquierdo, en amortiguador
de fosfatos Dulbecco’s con una mezcla de inhibidores de proteasas y NaF (100
mMM). El ensayo se realizd incubando los homogenados con N-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina 10 uM (Amplex Red), 0.2 U/ml de HRP en amortiguador
Krebs-Ringer, durante 60 minutos a 37°C en oscuridad y en agitacion constante.
Se midié la fluorescencia usando un espectrofluorometro Shimadzu RF5000 a Aex
530 nm y Aem 590 nm (Dikalov et al., 2007). La concentracion de H2O2 en la
muestra se calculd usando estandares de H2O2 y se ajustd por mg de proteina

total.

8. Analisis estadistico

Los datos representan el promedio + S.D. del nUmero indicado de experimento

de acuerdo al protocolo experimental. La significancia (P<0.05) fue
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determinada por mediciones repetidas usando ANOVA vy la prueba post hoc

test Bonferroni, pares seleccionados (GraphPad Prism version 5.00).

9. Resultados

9.1 Efecto cardioprotector del PostC

El andlisis de los electrocardiogramas muestra las alteraciones de la funcion del
corazén por la reperfusion y el efecto protector del PostC. Durante los primeros
10 minutos de la reperfusion, la frecuencia cardiaca (HR) incrementa
sUbitamente, debido a la generacion de arritmias en el miocardio (Figura 6B),
en comparacion al ritmo sinusal observado en el sham (Sio). La generacion de
arritmias caracteristicas del dano por reperfusion, presentes desde los primeros
minutos de la reperfusion, fueron efectivamente prevenidos por la aplicacion
del PostC, pues al aplicar la maniobra después de la isquemia se recobra el
ritmo sinusal al minuto 7 de la reperfusion (Figura 6C). Posteriormente y
conforme se prolonga la reperfusion hasta los 60 min, la HR disminuye
drasticamente en comparacion al grupo sin insulto isquémico, sham (Tabla T1).
Tanto la reperfusion corta (10 min) como la prolongada (60 min), provocaron
una disminucion significativa de la presion del ventriculo izquierdo (LVP) y de la
presion desarrollada del ventriculo izquierdo (LVDP), junto con una disminucion
en las tasas de confractilidad (dP/dtmex) ¥ un aumento en la relgjacion
(dP/dtmin) en comparacion al grupo sham (Sio; Seo) (Tabla 1). La disminucion en
LVP, LVDP y dP/dtmax fueron efectivamente prevenidas en los grupos con PostC
(IR1o+PostC e [R¢+tPostC) después de 10 o 60 min de reperfusion, en
comparacion a los grupos IR0 € IR¢; P<0.05 (Tabla 1), mientras que el PostC
disminuyd significativamente la HR sélo en el grupo IRe y no en el IRio
(IRgo+PostC; P<0.05; Tabla 1). Por ofro lado el PostC previno el cambio en la

dP/dtmin, sélo tras 10 min de reperfusion (IR10+PostC; P<0.05). Ninguno de los
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grupos experimentales mostrd diferencias en los pardmetros hemodindmicos

evaluados durante la estabilizacion (Basal; Tabla 1).

La cardioproteccion conferida por la maniobra del PostC fue evidente también
tras la determinacion del tamano del infarto (Figura 7). El drea de riesgo del
ventriculo izquierdo fue similar en los grupos: IR10, IR0, IR10+P0stC e IRgo+PostC; el
tamano del infarto (relativo al drea de riesgo, AAR) fue significativamente
menor en el grupo IR10+PostC (1924%) comparado con el IR (63+14%; P<0.05;
Figura 7A). en el grupo IR¢+PostC el tamano del infarto fue de 18+5% en
comparacion al 72+16% del grupo IR« (P<0.05; Figura 7B). El PostC logrd prevenir
el incremento en el tamano del infarto ocasionado por la reperfusion de
manera independiente del tiempo de reperfusion, indicando que las senales de
sobrevivencia son activadas durante el PostC en los primeros minutos de la

reperfusion y que son mantenidos en la reperfusion prolongada.

9.2 La activacion de las cinasas RISK se relaciona con la fosforilacion de
Nrf2 en el PostC.

En los grupos reperfundidos durante 10 minutos se evalud la activacion de las
cinasas de sobrevivencia al dano por reperfusion, midiendo los niveles de
fosforilacion correspondientes. En el grupo IRjotPostC se encontré un
incremento significativo en la activaciéon de PKC, PKCeg, PI3K y Erk1/2, en
comparacion al grupo IR1o (P<0.05; Figura 8A). Al final de10 min de reperfusion y
una vez redlizada la inmunoprecipitacion de Nrf2 (descrita previamente), se
evalud la fosforilacion del factor tanto en Serd0 y como en los aminodcidos
treoninas y tirosinas. Se encontrd un incremento significativo en el grupo
IR10+PostC en comparacion al grupo IR, tanto en Serd40, como en Thr y Tyr

(P<0.05; Figura 8B), que fue incluso mayor que en el grupo So.

57



9.3 La aplicacion del PostC aumenta la actividad transcripcional de Nrf2

Para determinar si el aumento en la fosforilacion de Nrf2 por el PostC,
corresponde a un incremento en su actividad transcripcional, se evalud su
acumulacion nuclear, su union a la secuencia ARE y la expresion de algunas de
las enzimas reguladas por este factor después de 60 min de reperfusion.
Enconframos que la aplicacidon del PostC  (IR¢otPostC) incrementa
significativamente la acumulacion nuclear de Nrf2 respecto al grupo [R¢o
(P<0.05; Figura 9A). En el ensayo de EMSA (Figura 9B) se observa en el carril 1, la
movilidad electroforética de la secuencia ARE-B. En los siguientes carriles (2-7)
podemos observar un retardo en la movilidad electroforética debido a la
presencia de profeina nuclear (correspondiente a los grupos experimentales),
lo que demuestra la formacion de complejo Nrf2/ARE-B. Podemos observar un
incremento en la intensidad de la banda correspondiente al grupo IRg+PostC,
respecto al grupo IR« (Figura 9B, carriles 6 y 7 vs. 4y 5, respectivamente) incluso
en comparacion al grupo Seo (Figura 9B, carriles 6y 7 vs. 2 y 3, respectivamente).
Se evalud el contenido de enzimas antioxidantes GST, Cu/Zn-SOD vy a la y-GCS,
cuya expresion es modulada por Nrf2. Se encontré que la aplicacion del PostC
tras 60 minutos de reperfusion (IR¢+PostC) incrementd de manera significativa
los niveles de GST, Cu/ZIn-SOD y y-GCS en comparacion al grupo IRg (P<0.05;
Figura 9C).

58



Tablal. Paradmetros hemodindmicos. La tabla muestra los pardmetros hemodindmicos de corazones post-acondicionados después
de 10 y 60 min de reperfusibn en comparacion a los grupos sham e IR. HR, Frecuencia cardiaca al final de la reperfusion; LVP: Presion
del ventriculo izquierdo; LVDP, Presidn desarrollada del ventriculo izquierdo = Presidn sistdlica — LVEDP; LVEDP: Presidn final diastdlica
del ventriculo izquierdo; dP/dtmax, primera derivada positiva del ventriculo izquierdo (indice de contractilidad); dP/dimin: primera
derivada negativa del ventriculo izquierdo (indice de relajacion). * P<0.05 vs IR.

Grupo Basal Reperfusién (10 min)
HR LvVDP LVEDP dP/dtmax dP/dtmin LvP HR LVDP LVEDP dP/dtmax dP/dtmin LvP
(BPM) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg) (BPM) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s) (mmHg)
S0 329175 109+£52 5.9%5.1 647212268  -3886+1016 11723 350+£50 96+43 3.8+2.9 56651832 -4919+843 10742
IR10 37341 100+18 1.4780.5 67571677 -49171945 106£15 292167 3114 4.510.9 1067+150 -773%233 42+10

IR10+PoStC 351£55 102+20 52422 633812476  -4842+1881 10716 320+47 92+17* 7.1x4.4  4482%11930* -4270%1763*  95%15*

Basal Reperfusion (60 min)
Ss0 364+53 103+20 4.1+2.7 690512077 -4639+1904 107+23 31861 113+26 8.1£4.0 6509+3035 -534112431 117125
IRs0 322475 105+17 3.2+1.6 682012369 -4413+2766  107x16 48126 2613 2.2+1.7 6301309 -2378+3442 3319

IRs0+POStC 349+50 93£10 4.8+2.6 60051339 -4043+990 94+4  281*21*  78*12* 4.1+£1.9  4191%1063*  -3421+£1420 98+19*
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Figura 6. La aplicacion del PostC previene arritmias caracteristicas del dano por reperfusion. (A)
Ritmo sinusal en Sham; (B) IR10: Taquicardias en la reperfusién desde el minuto 3 y hasta el final
de la reperfusidn, se observa que la presidon sistémica disminuye notablemente; (C) IRio+PostC:
las arritmias observadas durante la isquemia, se normalizan desde el minuto 3 de la reperfusion.
A este tiempo se observa baja presion que se restablece al minuto 7 de la reperfusion; HR:

Frecuencia cardiaca; BP: Presién sanguinea.
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Figura 7. El Post-acondicionamiento disminuye el tamano del Infarto. Imégenes representativas
de rebanadas transversales de corazones sham, IR e IR+PostC, después de 10 (A) y 60 minutos
de reperfusiéon (B). Zona de no riesgo: tincidon azul: Zona de riesgo [color rojo-tejido viable y color
amarillento-drea infartada (no viable)]. (C) El tamano del infarto fue calculado como
porcentaje de drea de riesgo del ventriculo izquierdo. Los datos representan el promedio de 3
experimentos independientes £S.D. *P<0.05 vs. IR10;**P<0.05 vs. IRso.
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9.4  Papel de PKC en la fosforilacion de Nrf2 tras la aplicacion del PostC

Ya que el incremento en la fosforilacion del factor de transcripcion Nrf2 ocurre
al mismo tiempo que la activacion de PKC, PI3K y Erk1/2, se evalud en primer
lugar la posible participacion de PKC en la activacidon del factor de
transcripcion Nrf2. Realizamos un tratamiento con el inhibidor de PKC (Q:
queleritrina) a diferentes dosis (15, 34, 70 mg/Kg, i.v.), encontramos que la
inhibicion de PKC en el PostC, se asocia con una disminucion importante en la
fosforilacion de Nrf2 en Serd0 (evaluada en muestras previamente

inmunoprecipitadas) respecto al grupo IRjo+PostC (P<0.05; Figura 10A).

9.5 Relevancia de la senalizacion de PKC en la cardioproteccion
conferida por el PostC

Una vez establecida una relacion enfre PKC vy la fosforilacion de Nrf2 en el
PostC a los 10 minutos de reperfusion, evaluamos el efecto de la inhibicidon de
PKC sobre la respuesta cardioprotectora. Primero analizamos la funcion del
corazdn en presencia de Q, administrada a varias dosis durante el periodo de
estabilizacion. A la dosis mds alta (70 mg/Kg) se observd una disminucion
significativa de LVP en el grupo (IRgp+PostC+Qyo; 5732 mmHQ; Tabla 2) en
comparacion al grupo IRg+PostC (9819 mmHg; P<0.05). Por otro lado, los
electrocardiogramas en los corazones con PostC tratados con Q muestran que
el ritmo sinusal y la presidon sanguinea se recuperan (dependiendo de la
concentfracion de Q), después de una inestabilidad temporal durante los
primeros minutos de reperfusion. En la figura 10B se observa que la aplicacion
de Q a una dosis de 34 mg/Kg (IRi1o+PostC+Qas) no afecta la funcion eléctrica
del corazdn en comparacion al electrocardiograma del grupo IRjo+PostC
(Figura 10A). Por otro lado, la disminucion de arritmias caracteristicas del dano
por reperfusion en el grupo PostC, se pierde tras la administracion de Q a una

dosis de 70 mg/Kg (IRio+PostC+Q7o). Esto solo ocurre durante los primeros
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minutos de la reperfusion (minuto 3 de la reperfusion), sin embargo a los 7 min

reperfusion se recupera el ritmo sinusal (Figura 10C).

Figura 8. La activaciéon de las cinasas RISK se relaciona con la fosforilacion de Nrf2 en el PostC.
(A) La fosforilacion de PKC, PKCe, PI3K y Erk1/2 fue determinada al final de 10 min de
reperfusion. (B) La fosforilacion de Nrf2 se realizd después de 10 min de reperfusion y tras el
proceso de inmunoprecipitacién (IP) fue evaluada la fosforilacidn en Ser40, Thr's y Tyr's

mediante western blot (WB). *P<0.05 vs. IR10; n = 4 experimentos independientes.
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9.6 La inhibicion de PKC afecta la activacion del factor de transcripcion
Nrf2 en el PostC

Con la finalidad de establecer una conexidon mas sélida entre PKC y Nrf2,
evaluamos si la inhibicion de PKC afecta no sélo la fosforilacion de Nrf2 sino su
actividad transcripcional (evaluada tras 60 min de reperfusion). Asi que
determinamos la acumulacion nuclear de Nrf2 en presencia de Q (70 mg/Kg) y
encontramos que la inhibicion de PKC disminuye drdsticamente la
acumulacion nuclear de Nrf2 en el grupo IRg+PostC+Q en comparacion al
grupo sin inhibidor (IR¢otPostC) (P<0.05; Figura 11B). Ademds evaluamos
mediante el EMSA la capacidad de unidn de Nrf2 por la secuencia ARE.
Podemos observar en la figura 11C que la intensidad de la banda de retardo
(correspondiente al complejo formado Nrf2/ARE) del grupo IR¢+PostC (carril 4;
Figura 11C) disminuye en presencia de Q (IR¢o+PostC+Q; carril 5; Figura 11C). En
el carril 6 (C) se muestra la disminucion en la intensidad del complejo Nrf2/ARE-
B tras incubar con un exceso de la secuencia ARE no marcada con bioting, lo
qgue nos ayudo a validar la especificidad del ensayo. Ademas el carril 7 (SS)
demuestra que el retardo encontrado en presencia de los extractos nucleares,
es debido a la unidn de Nrf2 con ARE-B, pues la reaccion fue incubada en
presencia del antficuerpo contra Nrf2 (C-20), lo que provoca un super-retardo
en la movilidad electroforética. Estos resultados sugieren que la inhibicion de
PKC en el PostC afecta la activacion de Nrf2 y compromete el desempeno del
corazéon en la reperfusion, lo que permite establecer una probable relacion
enfre ambas proteinas y proponer a Nrf2 como posible blanco de PKC en el
PostC.

9.7 La via PKC/Nrf2 en el PostC, es importante en el mantenimiento del
sistema antioxidante durante la reperfusion

Una vez establecida la relacion entre PKC y Nrf2, evaluamos el efecto de la

inhibicidn de esta posible via, en la expresidn de 3 enzimas antioxidantes que
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Figura 9. El PostC activa al factor de transcripcion Nrf2 e incrementa la expresion de enzimas
antioxidantes. (A) La acumulacidon nuclear de Nrf2 se evalué después de 60 minutos de
reperfusion en los extractos nucleares y se usé histona H1.0 como control de carga.*P<0.05 vs.
IRs0, N> 4 experimentos independientes. (B) Ensayo de retardo de movilidad electroforética
(EMSA), en el que la dfinidad de Nrf2 por su secuencia ARE se evalud en los grupos
reperfundidos durante 60 min; B-ARE: Secuencia ARE-biotinilada. El primer carril muestra la
migracion del B-ARE libre en un gel de poliacrilamida no-desnaturalizante, los siguientes carriles
muestran el retardo del complejo formado Nrf2/B-ARE en los grupos experimentales
correspondientes. La imagen es representativa de 5 ensayos EMSA. (C) Se muestra el contenido
de 3 enzimas reguladas por Nrf2: GST, Cu/Zn-SOD, y-GCS, evaluadas en los grupos
reperfundidos por 60 min por WB en homogenados de ventriculo izquierdo; GAPDH fue usada
como control de carga. *P<0.05 vs. IR10;n> 4 experimentos independientes.
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Tabla 2. Efecto de la inhibicion de PKC sobre la funcion del corazén PostC. Tabla de pardmetros hemodindmicos. La tabla muestra los
pardmetros hemodindmicos de corazones IR+PostC+Q después de 10 o 60 min de reperfusion en comparacién al IR+PostC. HR,
Frecuencia Cardiaca al final de la reperfusién; LVP: Presidn del ventriculo izquierdo; LVDP, Presidon desarrollada del ventriculo izquierdo
= Presion sistdlica — LVEDP; LVEDP: Presiéon final diastdlica del ventriculo izquierdo; dP/dtmax, primera derivada positiva del ventriculo
izquierdo (indice de contractilidad); dP/dtmin: primera derivada negativa del ventriculo izquierdo (indice de relajacion). Qas:
queleritrina 34 ug/Kg; Qro: queleritrina 70 ug/Kg. *P<0.05 vs. IR; **P<0.05 vs. IR¢o+PostC.

Grupo Basal 10 min Reperfusion (IR10) 60 min Reperfusion (IReo)

HR (BPM) LVP (mmHg) LVDP (mmHg) HR (BPM) LVP(mmHg) LVDP(mmHg) HR(BPM) LVP(mmHg) LVDP(mmHg)
Sham 364+53 10723 103+20 35050 107+42 96+43 318%61 117£25 113+26
IR 373%41 106£15 100£18 292+67 42+10 31+14 48126 339 26+3
IR+PostC 35155 10716 102+20 32047 95+15* 92+17* 281+21*  98+19* 78+12*
IR+PostC+Qas 375£50  102%11 114£21 32190 80+12* 87+16* 283+94*  69+12* 81£18*
IR+PostC+Q70 334+19 96+3 2111 280+26 76%39 85+30* 272+34*  57+32** 62+32*
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Figura 10. La inhibicién de PKC en el PostC, altera la funcion eléctrica del corazdn tras la
reperfusion. Imdagenes de electrocardiogramas muestran el efecto de la inhibicién de la via de
PKC en los corazones con PostC. Qaa: queleritrina 34mg/Kg; Qro: queleritrina 70mg/Kg.
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son reguladas a nivel franscripcional por Nrf2. La figura

12A muestra la

disminucion significativa del contenido de proteina de GST, Cu/Zn-SOD y y-GCS
por efecto de la inhibicion de PKC/Nrf2 en el PostC (IRs+PostC+Q) en

comparaciéon con el grupo IRg+PostC (P<0.05). También medimos la actividad

de cada una de estas enzimas. Encontramos que la disminucién del nivel de

proteina, correlaciona con una disminucion importante en su actividad. La
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actividad de GST disminuye dramdticamente en comparacion al grupo
IRso+PostC (Figura 12B; P<0.05) prdacticamente a los niveles basales del grupo
sham (Se¢o). La actividad de la Cu/Zn-SOD también se vio disminuida en el grupo
IRso+PosStC+Q en comparacion al IR¢+PostC (Figura 12C; P<0.05) y de igual
manera la GST disminuye a los niveles basales del S¢o. En el caso de la y-GCS (la
enzima limitante en la sintesis de GSH) evaluamos indirectamente su actividad
al cuantificar el GSH intracelular, que es el principal antioxidante de bajo peso
molecular en la célula. La actividad de esta enzima fue significativamente
menor en [R¢+PostC+Q que en el grupo IR«+PostC (Figura 12C; P<0.05). Estos
resultados indican que PKC activa la senalizacidn de Nrf2 en el PostC,
manteniendo un incremento de la maquinaria antioxidante previniendo asi del

dano por reperfusion.

9.8 Efecto de la inhibicion de PI3K sobre la funcion del corazon en el
PostC.

A continuacién, analizamos la relacidon entre la activacion de PI3K por el PostC
(Figura 8A) con la posible activacion del factor Nrf2, para lo cual realizamos el
tratamiento con W, inhibidor de PI3K. La inhibicidn de PI3K en el PostC afectd la
recuperacion de la LVP durante la reperfusion (IRgo+PostC+W) en comparacion
con el grupo IRg+PostC (Figura 13A; P<0.05). La HR no se alterd por la inhibicion

de PI3K en el grupo IR¢+PostC+W en relacion al IRg+PostC (Figura 13B).

9.9 La inhibicion de PI3K en el PostC no disminuyo la activacion del factor
Nrf2

A pesar de que los resultados obtenidos indican que Ia activacién de PI3K por

el PostC es importante en la cardioproteccion contra el dano por reperfusion, la

inhibicion de PI3K con W, no disminuyd significativamente la fosforilacion de

Nrf2 ni en Ser40 ni en Thr (IR10+PostC+W) respecto al IRip+PostC (Figura T4A).

Aunque esperabamos que la actividad transcripcional de Nrf2 se mantuviera o
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Figura 11. Papel de PKC en la fosforilacién y activacion de Nrf2 en el PostC. (A) La inhibicién de
PKC afecta la fosforilacién de Nrf2 en Ser40 determinada por WB, previa inmunoprecipitacion
(IP). Las imdagenes representan al menos 3 experimentos independientes (Q = queleritrina; 15, 34
y 70 mg/Kg); P<0.05 vs. IR10+PostC. (B) La inhibicién de PKC disminuye la acumulacién nuclear
de Nrf2; se muestra el contenido de Nrf2 (WB) en los extractos nucleares después de 60 min de
reperfusion, se usd histona H1.0 como control de carga. Los resultados son de al menos 4
experimentos independientes. #P<0.05 vs. IRso; **P<0.05 vs. IRso+PostC. (C) La afinidad de Nrf2
por su secuencia ARE disminuye por efecto de la inhibicion de PKC.. El primer carril muestra
Unicamente la migracion del B-ARE libre, los carriles siguientes (2-5) muestran el retardo de los
grupos experimentales. El carril 6 (C) muestra el ensayo de competencia, desarrollado en
presencia de U-ARE (ARE-no marcado). Finalmente el carril 7 (SS) muestra el ensayo de super-
retardo (SS), el cual fue incubado en presencia del anticuerpo contfra Nrf2 (Anti-Nrf2) seguido
de la adicién de B-ARE. La imagen de EMSA es representativa de al menos 6 experimentos
diferentes.
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Figura 12. La via PKC/Nrf2 en el PostC, es importante en el mantenimiento del sistema
antioxidante durante la reperfusion. (A) Disminucion del contenido de GST, Cu/Zn SOD vy y-GCS,
en corazones sujetos a 60 minutos de reperfusion. Q = queleritrina 70 mg/Kg; #P<0.05 vs. IRso;
**P<0.05 vs. IRso+PostC. Los datos representan el promedio de al menos 4 experimentos
independientes (B) Actividad de GST. (C) Actividad de Cu/Zn-SOD y (D) Contenido de GSH en
IRso+PostC+Q. Los datos representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes
SEM. *P<0.05 vs. Seo; #P<0.05 vs. IR¢o; **P<0.05 vs. IRgo+PostC.
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disminuyera discretamente, encontramos un incremento en la capacidad de
union del Nrf2 por la secuencia ARE (Figura 14B). La intensidad de la banda
correspondiente al retardo por el complejo Nrf2/ARE formado (IR¢+PostC+W) es
mayor a la del grupo IRg+PostC, lo que sugiere que la inhibicion de PI3K activa
una respuesta compensatoria de otfras cinasas que podrian incrementar o

mantener la actividad del factor de transcripcion Nrf2 durante el PostC.

9.10 La inhibicion de PISK causa un incremento en la actividad de PKC en
el PostC

Para poder dilucidar si la inhibicion de PI3K, se refleja en cambios en la
actividad de PKC, evaluamos la actividad de esta cinasa en el grupo
(IR1o+PostC+W). Encontramos que el tratamiento con W, incrementa la
actividad de PKC en comparacion al IR1o+PostC (Figura 15; P<0.05). Al parecer
el incremento en la activacion de Nrf2 se relaciona con el aumento en la
activacion de PKC, probablemente como parte de un mecanismo
compensatorio de las cinasas activadoras durante el PostC, aunque no
descartamos la participacion de ofras moléculas que puedan tener como

blanco a Nrf2 en estas condiciones.

9.11 El PostC mantiene a largo plazo el estado redox en el miocardio
reperfundido

También evaluamos como se mantiene el estado redox en los diferentes grupos
experimentales, con la finalidad de establecer la importancia de las ERO como
probables activadores de la respuesta enddgena de proteccidon en corazones
con PostC. Encontramos que la aplicacion del PostC previene el incremento
del estado oxidante en el grupo IR1o+PostC y PostC (grupo PostC sin reperfusion)
comparado al grupo IR1o. Como se muestra en la figura 16 (P<0.05), los niveles
de ERO en los grupos IR1o+PostC y PostC son muy similares a los niveles basales

(S10; Figura 16).
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Figura 13. Efecto de la inhibicién de PI3K sobre la funcidon del corazén en el PostC. El tratamiento
con 50 nM del inhibidor de PI3K, wortmanina (W) (una inyeccién directa en el ventriculo
izquierdo al minuto 5 de la estabilizacién): (A) afecta la presion del ventriculo izquierdo (LVP) vy
(B) no fiene efecto sobre la frecuencia cardiaca (HR) durante la reperfusiéon. *P<0.05 vs.
IRso*+PostC; n= 6 experimentos independientes. Isq. =isquemia.
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9.12 La cardioprotecion desencadenada por la aplicacion del PostC es
dependiente de la senalizacidn redox

Para confirmar la participacion de las ERO en la senalizacion de proteccion,
realizamos un fratamiento con asc, buscando neutralizar a las ERO que podrian
activar la senalizacion en el PostC. Al evaluar la funcidon cardiaca en el grupo

IRso+PostC+asc, encontramos que la LVP disminuye de manera significativa a lo
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Figura 14. La inhibicion de PI3K no disminuyd la activacion de Nrf2 en el PostC. (A) La inhibicién
de PI3K con wortmanina (W) en el PostC, no diminuyd la fosforilacion de Nrf2 en Ser40 ni en
Thr.*P< vs. IR10. Los resultados son el promedio de al menos 5 experimentos independientes. (B)
La afinidad de Nrf2 por su secuencia blanco se incrementd por efecto de la inhibicidon de PI3K
en el PostC (PostC+W; carriles: 5, 8 y 10) en comparacion al grupo IRso+PostC (PostC; carriles: 4,
7y 9). El carril 1 muestra la migracién del B-ARE (ARE-biotinilado libre); el carril 6 (C) muestra el
ensayo de competencia. Los carriles 2 y 3 muestran el retardo del complejo Nrf2/ARE de los
grupos controles S¢o € IRso. El EMSA es una imagen representativa de al menos 3 experimentos
independientes.
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largo de la reperfusion en comparacion al grupo IRg+PostC (Figura 17A;
P<0.05). Ademds también podemos observar una disminucion de la HR en
IR¢o+PostC+asc respecto al IRg+PostC (Figura 17B; P<0.05). Tanto la LVP como la
HR en el grupo IRs+PostC+asc son similares a los valores obtenidos para el
arupo IR« (Figura 17A y B). Estos resultados establecen la importancia de las
ERO en el PostC como moléculas senalizadoras en los mecanismos de

cardioproteccion.

Figura 15. La Inhibicion de PI3K incrementa la activacion de PKC en el PostC. La grdfica muestra
los valores determinados para la actividad de PKC, reportada en U/ml. **P<0.05 vs. IR10; *P<0.05
vs. IR10+POSTC+W.,

Actividad de PKC

9.13 La disminucion del H2O:z inhibe la activacion de PKC y Erkl/2 por el
PostC, no asi'la activacion de PI3K

Ya que diversos estudios han propuesto al H.O2 como potencial molécula

senalizadora, por su tiempo de vida media y por su capacidad de difusion,

determinamos si en efecto, el asc disminuye la concentracion de estas ERO en

el grupo (IRigtPostC+asc). Encontramos que la cantfidad de H2O; en estos

corazones fue significativamente menor que en el IRjo+PostC (Figura 18A;
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P<0.05). Para poder establecer una relacion entre la senalizacion-redox
mediada por H2O2 y la activacion de las cinasas RISK, evaluamos en el grupo
IR10+PostC+asc la activacion de PKC, Erk1/2 y PI3K. Encontramos que la
disminucion de H2O; correlaciona con un decremento tanto en la actividad de
PKC (Figura 18B y 18C) como en la fosforilacion de Erk1/2 (Figura 18D) en el
grupo IR1p+PostC+asc respecto al grupo IR1o+PostC. Por ofro lado, evaluamos el
efecto sobre PI3K en estas condiciones y pudimos observar que no disminuyd su
actividad en el grupo IR1g+PostC+asc respecto al IR1o+PostC (Figura 18E; P<0.05).
Estos resultados establecen que la activacion de PKC vy Erk1/2 tras la aplicacion
del PostC es dependiente de la senalizacion de las ERO, especificamente de
H2O2, sin embargo la activacion de PI3K por el PostC, no es dependiente de la

senalizacion redox.

Figura 16. Estado redox en el miocardio post-acondicionado. Estado redox en el miocardio en
el grupo Sham, IR0 € IR10+PostC. Adicionalmente se evalud el estado redox en corazones
sometidos Unicamente al PostC, sin reperfusion. *P<0.05 vs. Sio; #P<0.05 vs. IR1o; n = 4
experimentos independientes.
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Figura 17. La cardioproteccién asociada al PostC es dependiente de la sefializacion redox. (A)
El tratamiento con asc en el PostC afecta la presidn del ventriculo izquierdo (LVP) y (B) la
frecuencia cardiaca (HR) durante la reperfusion. *P<0.05 vs. IRso+PostC; n= é experimentos
independientes.
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9.14 La inhibicion de la senalizacion redox en el PostC afecta la activacion
del factor de transcripcion Nrf2

Para saber si la pérdida de la senalizacion redox que involucra a PKC vy Erk1/2
en el PostC podria afectar la activacion transcripcional de Nrf2, realizamos
ensayos de EMSA. Podemos observar en el grupo IRg+PostC+asc (Figura 19;
carriles 5 y 9) una disminucion en la intensidad de la banda de retardo al
compararse con el grupo IR¢+PostC (Figura 19; carriles 4 y 8). Estos resultados
sostienen la hipdtesis de que la senalizacion redox, que activa tanto a PKC
como a Erk1/2, favorece la translocacion de Nrf2 al ndcleo en donde éste se

une a su secuencia blanco ARE.

9.15 La activacion del factor de transcripcion Nrf2 por la aplicacion del
PostC no podria ser por medio de Erkl1/2

Aun cuando podemos establecer que la senalizacion redox, activa a Erk1/2 y a

PKC y que ésta Ultima fosforila a Nrf2 activando la respuesta antioxidante,

queda por comprobar si Erk1/2 podria tener como blanco a Nrf2 en los

mecanismos de proteccion activados por el PostC. Tomando en cuenta que

Erk1/2 es una serin-treonin cinasa que requiere la siguiente secuencia blanco

Pro-Nnn-Ser/Thr-Nnn-Pro (Nnn = cualquier aminodcido), es decir que fosforila

sélo Ser o Thr flanqueadas por Pro, buscamos los posibles sitios en donde Nrf2
puede ser fosforilado por Erk1/2. Encontramos Unicamente 2 sitios probables: la
Ser425 y la Ser579 (Figura 20). Este andlisis indica que es muy poco probable
gue Nrf2 sea blanco de Erk1/2, pues la fosforilacion en Ser40 parece ser crucial
para su activacion transcripcional, sin embargo se necesitan experimentos que

corroboren esta probabilidad.
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Figura 18. La senalizacion de las RISK: PKC y Erk1/2 es sensible al estado redox, no asi la
activacion de PI3K en el PostC. (A) Efecto del asc en la concentracién de H202. (B) Actividad
relativa de PKC, se muestra el incremento en del péptido fosforilado por PKC que migra al polo
(+). (C) ensayo cuantitativo de la actividad de PKC. (D) WB de la fosforilacion de Erk1/2. (E) WB
de la fosforilacion de PI3K. *P<0.05 vs. IR10+PostC; **P<0.05 vs. IR1o.
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Figura 19. La inhibicién de la senalizacién redox afecta la activacion de Nrf2 en el PostC. Efecto
del dcido ascoérbico sobre la afinidad de Nrf2 por su secuencia blanco. (asc = IRso+PostC+asc;
carriles: 5y 9); grupo IRso+PostC (PC; carriles: 4 y 8). El carril 1 muestra la migracién del B-ARE
(ARE-biotinilado libre); el carril 10 muestra el ensayo de competencia. El EMSA es una imagen
representativa de al menos 3 experimentos independientes.
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Figura 20. Andlisis de la secuencia primaria de Nrf2. El andlisis de la secuencia primaria de la

proteina Nrf2 muestra que sélo existen 2 posibles sitios de fosforilaciéon por Erk1/2, (1) en Ser425 y
en (2) Ser579.
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10. Discusion

Los resultados obtenidos en este proyecto anaden nuevos elementos de
regulacion entre la senalizacion activada por el PostC de forma rdpida y
efectores que pueden mantener la cardioproteccion a largo plazo. Utilizando
un modelo de reperfusion in vivo, confimamos que el PostC activa una
respuesta inmediata de proteccion enddgena en el miocardio reperfundido,
qgue a su vez enciende ofros mecanismos de proteccion a largo plazo. Estos
hechos fueron evidentes tanto al inicio de la reperfusion, donde la aplicacion
del PostC previno la generacion de arritmias, asi como al final de 60 min de
reperfusion, en donde observamos que el PostC previno la disminucion de los
paradmetros hemodindmicos: LVP, LVDP vy el indice de contractilidad (dP/dtmax),

ademds de que evité el aumento del tamano del infarto en la reperfusion.

Aungue la respuesta inmediata mediada por la senalizaciéon de cinasas se ha
documentado ampliamente, poco se ha estudiado sobre el efecto del PostC
en la induccion de la transcripcion de genes. Particularmente, el papel del
factor de ftranscripcidon Nrf2 en la cardioproteccion desencadenada por
estrategias acondicionadoras, no habia sido descrito a pesar de que se ha
reportado la disminucidon del estrés oxidante a consecuencia de la aplicacion
del PostC (Serviddio et al., 2005; Arreguin et al., 2012). El factor Nrf2 es
indispensable para regular el sistema antioxidante enddgeno. En este sentido,
encontramos que el aumento en la fosforilacion de Nrf2 por el PostC ocurrio al
mismo tiempo que la activacién de cinasas, mientras que el incremento en su
actividad transcripcional se observd a tiempos mds largos de reperfusion. Tanto
su acumulacion nuclear como el incremento en su interaccién con la
secuencia ARE, se relaciond con el aumento de la expresion y actividad de
GST, Cu/In-SOD y y-GCS (enzimas antfioxidantes reguladas por Nrf2). Estos
resultados demuestran que la aplicacion del PostC involucra la activacion del

sistema antioxidante a través de la activacidon de Nrf2, proporcionando
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cardioproteccion a largo plazo. Al respecto y durante la realizacion de este
proyecto, se publicdé un frabajo en el que el efecto protector del pre-
acondicionamiento cardiaco, se atribuyd a la activacion de Nrf2 y al
consecuente aumento en la expresion a nivel de mensajero de la proteina
anfioxidante HO-1, aungue no se describié el mecanismo de activacion del
Nrf2 (Zhou et al., 2014). Dicho reporte, junto con el que resultd de esta tesis
(Buelna-Chontal et al., 2014) son los Unicos que han explorado la activacion de
Nrf2 como regulador de la respuesta cardioprotectora en maniobras
acondicionadoras. Sin embargo, existe evidencia de la participacion de otros
factores de transcripcion, durante los mecanismos que activa el PostC. Se ha
explorado el papel de la activacion inducible del factor NF-kB (pé5), que
promueve la sintesis de moléculas pro-inflamatorias en respuesta al estrés
oxidante o a la isquemia. El grupo de Ke y colaboradores (2011) describid que
el PostC farmacoldégico con adenosina en un modelo in vivo, mejord la funcion
cardiaca disminuyendo la inflamacioén. Este efecto fue atribuido a la reduccion
en la acumulacion de NF-kB (pé5) en el nicleo, con esto evitando la expresion
de TNF-a y citocinas pro-inflamatorias. Ademds, ofro reporte describidé que la
disminucion de la respuesta inflamatoria en el PostC, es debido a la inhibicion
del factor de transcripcion EGR-1 (regulador de la respuesta temprana al
crecimiento-1), reduciendo tanto su propia expresion a nivel del mARN, asi
como también la expresion de TNF-a y de IL-6 (interleucina-6) (Wang ef al.,
2014). En ofro reporte basado en estudios de protedmica, se describid que el
factor de transcripcion Zac-1, una proteina que contiene “"dedos de zinc" y que
modula la apoptosis, se regula a la baja tanto a nivel transcripcional como a
nivel de proteina en ratones sometidos al PreC y al PostC, en asociaciéon con la
disminuciéon del tamano del infarto vy la apoptosis en el miocardio reperfundido
(Vincent et al., 2012).

En cuanto al mecanismo de activacidon de Nrf2, existe evidencia de que puede

ocurrir por accidon de cinasas citosdlicas (Zipper et al., 2000; Huang ef al., 2002;
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Li & Kong, 2009). En este senfido encontramos que la senalizacion de
cardioproteccion activada por el PostC involucra la activacion de las cinasas
RISK: PKCe, PI3K y Erk1/2. Aungue se sabe que la activacion de estas cinasas es
indispensable para la proteccion por el PostC (Zatta ef al., 2006; Bopassa et al.,
2006; Darling ef al., 2005), mucho se desconoce de sus blancos y los
mecanismos que operan rio abajo de su activacion. En este contexto, nuestros
resultados demuestran una relacion temporal entre la activacion de PKCeg, PI3K
y Erk1/2 con el aumento en la fosforilacion del factor de franscripcion Nrf2 (P-
Ser40, P-tfreoninas y P-tirosinas). Al estudiar el papel de las RISK en |la activacion
de Nrf2 por la aplicacion del PostC, encontramos que la inhibicién de PKC
disminuye la fosforilacion de Nrf2 (en Ser40) y reduce su actividad
transcripcional, inhibiendo su acumulacién nuclear y disminuyendo su unidn a
la secuencia ARE. Ademds, demostramos que cascada abajo se reduce la
expresion y actividad de GST, Cu/Zn-SOD y y-GCS. Ya que en estas condiciones
se perdio la cardioproteccion, concluimos que al menos en parte, esto se debe
a la disminucion en la activacion del sistema antioxidante modulado por Nrf2
en la reperfusion. Estos resultados nos llevan a sugerir que la via PKC/Nrf2
contribuye a la segunda ventana de protecciéon desencadenada por el PostC,
la cual involucra la sintesis de novo de proteinas antioxidantes durante la
reperfusion, como parte de los mecanismos innatos que se encienden en el

corazon para protegerse a si mismo del dano por reperfusion.

Respecto a la posibilidad de que Nrf2 pueda ser blanco de PI3K en el PostC,
encontramos que la inhibicién de PI3K no disminuyd la fosforilacion de Nrf2.
Nuestros resultados, contradicen lo reportado en células PC12 estimuladas con
carnosol, en donde la via PI3K/Akt se relaciond con la activacion de Nrf2
(Marfin et al., 2004). No sabemos si esta diferencia es dependiente del tipo
celular, lo que podemos sugerir es que PI3K tras fosforilar al fosfatidil-inositol 4-5
bifosfato, para generar fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato activa a Akt y a ofros

efectores.

82



De manera interesante encontramos que la inhibicion de la via PI3K/Akf,
incrementd la capacidad de union de Nrf2 por la secuencia ARE. Nuestra
hipotesis es que la inhibicion de PI3K, activa una respuesta compensatoria a
nivel de otfras cinasas, lo que se fraduce en el aumento de la actividad
transcripcional de Nrf2. Dado que demostramos que Nrf2 es blanco de PKC,
decidimos explorar si esta cinasa aumentaba su actividad como parte de la
respuesta compensatoria propuesta, ante la inhibicion de PI3K. En esta
condicién, enconframos un incremento significativo en la actividad de PKC, lo

que explicaria el aumento en la actividad franscripcional de Nrf2 en el PostC.

Aungue observamos que Nrf2 no es blanco de PI3K, al menos de forma directa,
su participacion en la cardioproteccion no puede descartarse. En este trabajo
se determind que la inhibicidén de PI3K disminuyd la LVP en la reperfusdn, lo que
corresponde con estudios en donde la activacidon de PI3K se ha asociado con
la inhibicidon de la apertura del mPTP, previniendo la disfuncion mitocondrial en
la reperfusion (Abdallah et al., 2006). Ademds, diversos estudios demuestran
que PI3K puede actuar directamente sobre la eNOS (Goodman et al., 2008;
Bopassa et al., 2006) y también se le ha relacionado con la activacion de PKC y
con los mitoKare en la membrana externa de la mitocondria (Costa et al., 2005).
De acuerdo a nuestros resultados y de manera interesante, PKC puede ser

activada independientemente de PI3K.

Por otro lado, como ya es conocido, el dano por reperfusion involucra al estrés
oxidante y el dano que a su vez puede generar éste, lo que es efectivamente
prevenido por el PostC en la reperfusion. Nuestros resultados demuestran que el
PostC previene el incremento de las ERO en los primeros minutos de la
reperfusion manteniendo el equilibrio redox en el miocardio. En este sentido, no
solo se previene el estrés oxidante, sino que ademds, de acuerdo a los
hallazgos del grupo de Penna y colaboradores (2004), se demuestra que

durante la aplicacion del PostC y en los primeros minutos de reperfusion, la baja
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concenfracion de ERO es esencial para encender la proteccion endégena del
PostC en el miocardio. Ellos aplicaron el antioxidante NAC durante la maniobra
y enconfraron que se perdid el efecto protector del PostC, evaluado por la
disminucion del tamano del infarto. Ademdas, la aplicacion del mismo
anfioxidante una vez iniciada la reperfusion, no tuvo ningun efecto sobre la
cardioproteccion, evidenciando el papel de las ERO como moléculas de
senalizacion durante el PostC. Otro reporte demostrd que el PostC no disminuye
el tamano del infarto, si se aplica en presencia de una baja concentracion de
O2 en el medio (Cohen ef al.,, 2008), lo que sugiere que se requiere de una
concenftracion critica de Oz para activar la senalizacion redox (la cual no se
alcanza cuando se combina el PostC en condiciones de hipoxia). Al respecto,
nuestros resultados apoyan la importancia de la participacion de las ERO vy
parficularmente del H2O2 en la senalizacion de proteccion activada por el
PostC. Enconframos que tras abatir la concentracion de HxO; con el
antfioxidante asc la funcidon cardiaca disminuye. El H,O2 se ha propuesto como
molécula senalizadora por su capacidad limitada de difusidon y porque su
transporte es facilitado por algunas isoformas de aquaporinas (Bienert ef al.,
2007). EI HoO2 puede fransmitir una senal redox a través de diferentes
mecanismos que involucran la oxidacion reversible de tioles presentes en las
proteinas involucradas en la senalizacion (Winferbourn, 2013). Ademads se ha
evidenciado que el HO; tiene el potencial de ser altamente selectivo en la
oxidacion de tioles (Winterbourn, 2015), lo cual es esencial en la senalizacion

redox.

Tomando en cuenta que la senalizacion redox impacta sobre la fosforilacion de
cinasas y ofras moléculas (Santos ef al.,, 2011) medimos el efecto de la
administracion de asc sobre la activacion de las cinasas RISK: PKC y Erk1/2.
Encontramos que solo las actividades de PKC y Erk1/2 disminuyeron, lo que
indica que el HO2 participa en la activacion de estas cinasas y no en la

activacion de PI3K. Ya que también Nrf2 disminuyd su actividad transcripcional
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en estas condiciones, concluimos que la senalizacidon redox activa a la via
PKC/Nrf2.

Quedaba por evaluar si Nrf2 es blanco de Erk1/2, asi que realizamos un andlisis
de la secuencia primaria del factor. La cinasa Erk1/2 es una serin-freonin cinasa,
cuya secuencia a fosforilar es Pro-Nnn-Ser/Thr-Nnn-Pro (Nnn es cualquier
aminodcido; Gonzdlez et al.,, 1991). El andlisis in silico mostrd que en la
secuencia primaria de Nrf2 sélo existen 2 sitios con estas caracteristicas: la
Serd25 y la Ser579, 1o que indica una baja probabilidad para que Nrf2 sea
blanco de Erk1/2, pues aunque se ha propuesto que Nrf2 es susceptible de ser
fosforlado en multiples sitios, sélo la fosforilacion en Ser40 es crucial para su
activacion (Huang et al., 2002; Bloom & Jaiswal, 2003). Nuestros resultados
apoyan esta aseveracion, ya que PKC fosforila a Nrf2 en este aminodcido

durante el PostC.
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11.Consideraciones adicionales:

El estudio en modelos experimentales ha permitido avanzar en el
entendimiento del mecanismo endogeno de cardioproteccion
desencadenado por el PostC, sin embargo falta entender un panorama mas
amplio de los mecanismos involucrados, para asi implementar estrategias que
ayuden a garantizar la activacion de las moléculas y vias esenciales en la
cardioproteccion. Esto permitiria que la aplicacion del PostC tuviera un efecto
benéfico en los pacientes independientemente de la presencia de las
diferentes co-morbilidades y co-medicaciones. En este respecto, el factor Nrf2
ha fomado gran relevancia en diversas patologias convirtiendose en
candidato para el desarrollo de estrategias terapéuticas. En particular es
importante mencionar que el PostC no previene el dano por reperfusion en
animales con hiperlipidemia, ya que la via de PKC no puede activarse (Csonka
et al., 2014). Lo mismo ocurre con la via RISK en animales diabéticos (Przyklenk
et al.,, 2011; Qosterlinck et al., 2013). Esta informacidon nos lleva a proponer que
en dichas condiciones, se podrian utilizar activadores de Nrf2 de origen natural
como la curcumina (Jimenez-Osorio et al., 2015), epigalocatequina (Wang et
al., 2015), sulforafano (Zhao ef al., 2010; Mukheriee ef al., 2008), resveratrol
(Ungvari et al., 2010) y/o dcido lipoico (Suh et al., 2004) como co-adyuvantes a

la terapia de PostC.
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12. Conclusiones

Nuestros resultados demuestran que en la cardioproteccion mediada por el
PostC, es indispensable la concatenaciéon de mdultiples respuestas a corto,
mediano y largo plazo. La senalizacién redox se activa durante el propio PostC,
seguida de la activacion de cinasas al inicio de la reperfusion, constituyendo Ia
primer ventana de oportunidad para salvar al miocardio. Una vez que se ha
activado PKC mediante la senalizacién redox, activa a su vez a Nrf2 para
mantener activo al sistema antioxidante enddégeno durante la reperfusion
prolongada, asegurando asi la cardioproteccion a largo plazo en la segunda

ventana de proteccion. En la figura 21 se resumen las conclusiones de este
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Figura 21. La activacién de PKC/Nrf2 dependiente de la senalizacién redox mediada por el
H202 en el PostC, activa al sistema antioxidante protegiendo al miocardio reperfundido. La

activacion de PI3K y Erk1/2 por el PostC tiene otros blancos que no incluyen al Nrf2.
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13. Perspectivas

Este proyecto nos ha permitido evidenciar la importancia de la senalizacion
redox en el PostC a fravés de la activacion de Erk1/2 y PKC. Ademds hemos
demostrado que Nrf2 es blanco de PKC y que su activacion mantiene la

cardioproteccion a largo plazo.

La siguiente pregunta es dilucidar el mecanismo por el cual, tanto Erk1/2 como
PKC pueden ser activadas por las ERO, en particular cudl es el papel del H20-.
Por ofro lado, ya que se sabe que Nrf2 y NF-kB comparten co-activadores
nucleares (Buelna-Chontal & Zazueta, 2013), estudiaremos coémo se regula el

PostC.
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Postconditioning (PostC) activates endogenous protective mechanisms that contend against reperfusion
injury. Nevertheless, although PostC efficiency in both experimental studies and clinical trials has been
demonstrated, a complete picture of the interacting mechanisms, particularly the relationship between
kinase signaling and redox maintenance, is still lacking. To unravel such association, in this work we
focus on the participation of protein kinase C (PKC) and the transcription factor nuclear factor E2-related
factor 2 (Nrf2) in the cardioprotective response elicited by PostC. PostC was performed in an in vivo rat
model by applying three repetitive cycles of ischemia and reperfusion (10 s each), followed by evaluation
of heart function and infarct size measurements. PKC activation and Nrf2 phosphorylation were
evaluated after 10 min of reperfusion, whereas Nrf2 activity and the content and activities of Nrf2-
regulated antioxidant proteins were evaluated after 60 min of reperfusion in PostC hearts. Maintenance
of heart function and diminution in infarct size concurred with PKC activation and Nrf2 phosphorylation.
PKC inhibition diminished Nrf2 phosphorylation and transcriptional activity in association with
diminished levels and activities of Nrf2-regulated antioxidant proteins. In conclusion, this study
proposes that the novel pathway PKC/Nrf2 participates in the long-term protective mechanisms induced

by PostC application by maintaining the antioxidant defense system.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Oxidative stress is considered one of the main effectors of
myocardial dysfunction in ischemia and reperfusion injury [1].
However, a paradigm in cardioprotection is that reactive oxygen
species (ROS) may also exert beneficial effects depending on their
amount, compartmentalization, and timing of generation [2-4].
Cardioprotective responses in preconditioning and postcondition-
ing (PostC), which depend on ROS and kinase signaling, also
include mechanisms that attenuate oxidative stress as part of
an integrated response [5]. In this sense, a recent study showed
increased levels of superoxide dismutase (SOD) in ischemic
PostC [6], whereas hydrogen peroxide diminution and prevention
of glutathione (GSH) oxidation have been associated with hypoxic

Abbreviations: PostC, postconditioning; PKC, protein kinase C; Nrf2, nuclear factor
E2-related factor 2; ROS, reactive oxygen species; Keap1, Kelch-like ECH-associated
protein 1; y-GCS, y-glutamylcysteine synthetase; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; Q, chelerythrine; LAD, left anterior descending coronary
artery; AAR, area at risk; GST, glutathione S-transferase; Cu/Zn-SOD, copper/zinc-
superoxide dismutase; CDNB, 1-chloro-2,4,dinitrobenzene; NBT, nitroblue tetra-
zolium; LVP, left-ventricular pressure; LVDP, left-ventricular developed pressure
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PostC [7]. Accordingly, we previously described a correlation
between cardiac function recovery and oxidative stress reduction,
increased Cu/Zn-SOD activity, and maintenance of the GSH:glu-
tathione disulfide (GSSG) ratio [3].

It is widely known that the nuclear factor E2-related factor 2
(Nrf2) increases gene transcription of antioxidant enzymes under
stress conditions. The transcriptional activity of Nrf2 depends on
dissociation from its repressor, the Kelch-like ECH-associated
protein 1 (Keap1), which sequesters Nrf2 in the cytoplasm,
orchestrating its ubiquitination and degradation. The mechanism
by which Nrf2 is stabilized and translocated to the nucleus is
controversial. On one hand, it has been proposed that chemopre-
ventive agents and ROS react with specific thiol groups, inducing
the dissociation of both proteins and leading ultimately to Nrf2
nuclear accumulation [8,9]. On the other, experimental evidence
suggests that Nrf2 phosphorylation may release Nrf2 from Keap1
[10-15]. In this regard, results from our group showed that PKC
activity increased in correlation with augmented Nrf2 phosphor-
ylation and translocation to the nucleus in hearts from nephrec-
tomized rats treated with curcumin [16]. Even more, while this
work was in preparation, the partial involvement of PKC in Nrf2
activation and antioxidant gene expression was reported in an
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ischemic preconditioning model [17]. Therefore, as oxidative stress
containment is paramount to protect against reperfusion damage
and as, to our knowledge, the role of Nrf2-mediated antioxidant
protein expression in PostC cardioprotection has not been
described, the aim of this study was to evaluate the potential
contribution of this factor to the PostC myocardium and the role of
PKC in its activation.

Material and methods

Chemicals were of reagent or higher grade from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). Antibodies, p-Thr mouse mAb 9416 and p-Tyr
mouse mAb 9416 were purchased from Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA); Nrf2 (C-20) sc-722, Nrf2 (H-300) sc-13032, GST
(FL-241) sc-98560, and Cu/Zn-SOD (FL-154) sc-11407 from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); rabbit polyclonal to PKC
(phospho-T497) ab59411, rabbit monoclonal (EP1809Y) to Nrf2
(phospho-S40) ab76026, y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS)
ab41463, histone H1.0 antibody ab11079, and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) antibody ab9485 from Abcam
(Cambridge, MA, USA); and rabbit polyclonal anti-PKCe (pS729)
phospho-specific antibody unconjugated 44-977G from Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

An enhanced chemiluminescence detection system was
obtained from Merck Millipore Corp. (Bedford, MA, USA); horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibodies were from
Abcam. The PKC inhibitor chelerythrine (Q) was purchased from

0 10 15
| 1

Calbiochem (Billerica, MA, USA). The kits used for electrophoretic
mobility-shift assay (EMSA) were from Thermo Scientific (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) and for nuclear protein extrac-
tion were from Chemicon International (Temecula, CA, USA). This
investigation was performed in accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, published by the U.S. National
Institutes of Health and approved by the Ethics Committee of the
National Institute of Cardiology I. Ch. Experimental work followed
the guidelines of the Norma Oficial Mexicana for the use and care
of laboratory animals (NOM-062-Z00-1999) and for the disposal
of biological residues (NOM-087-ECOL-1995).

Experimental protocols in an in vivo model

Wistar male rats weighing 400 g were injected with sodium
pentobarbital (1 U/100 g ip) and heparin (1.7 U/kg ip), and com-
plete lack of pain response was assessed by determining pedal
withdrawal reflex. The rats were artificially ventilated through an
inserted cannula into the trachea. After lateral thoracotomy, the
heart was exposed and the left anterior descending coronary
artery (LAD) was occluded with a 6-0 silk suture slip knot, then
the knot was released for myocardium reperfusion [18]. Heart
electric activity was frequently monitored by electrocardiogram
with three electrodes connected to a Sievart program, whereas
hemodynamic parameters were evaluated with a pressure-
volume catheter (Mikro-Tip; Millar) introduced into the left
ventricle and analyzed with PVAN Ultra software.
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All experimental groups were stabilized for 10 min. The ische-
mia-reperfusion group underwent 5 min of ischemia by LAD
occlusion as previously described [19-22]. Occlusion induced
immediate pallor of the left ventricle wall; then reflow was
achieved by releasing the ligature for 10 or 60 min (IRyo; IRep);
reperfusion was confirmed by the color change in the ventricular
surface from cyanosis to hyperemia and by the onset of ventricular

Table 1
Postconditioned heart hemodynamics after 10 and 60 min of reperfusion.

147

tachycardia; the PostC group underwent intermittent blood-flow
reestablishment by three cycles of reperfusion/reocclusion (10 s
each) after ischemia and before 10 or 60 min of reperfusion
(IR10 + PostC; IRgp + PostC). A simulated procedure was per-
formed in sham animals by placing the silk suture around the LAD
without occlusion. The ischemia-reperfusion, PostC, and inhibitor
administration protocols are outlined in Fig. 1.

Group Baseline Reperfusion (10 min)
HR LVDP LVEDP dP/dt max dP/dt min LVP HR (bpm) LVDP LVEDP dP/dt max dP/dt min LvP
(bpm) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hgfs) (mm Hg/s) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hgs) (mm HgJs) (mm Hg)
S0 329+75 109+52 59451 647242268 -3886+1016 117+23 350+50 96+43 3.8+29 56654832 —4919+843 107 +42
IRy 3734+41 100+18 147+05 6757 +£1677 —4917+£945 106+15 292 +67 3114 45409 1067 + 150 —773 +£233 42 +10
IRip + PostC 351455 102+20 52+2.2 6338+2476 —4842+1881 107+16 320+47 92+17° 71+44 4482+1930° —-4270+1763° 95+ 15"
Baseline Reperfusion (60 min)
Seo 364+53 103+20 41+2.7 6905+2077 —4639+1904 107+23 318+61 113+26 81+4.0 6509+3035 —5341+2431 117425
IRs0 322+75 105+17 32+16 6820+2369 —4413+2766 107+16 48+26 26+3 22+17 630 + 309 —2378+3442 33+9
IRgo + PostC 349+50 93+10 48+26 6005+1339 —4043+990 94+4" 281+21* 78+12" 41+19 4191+1063" —3421+1420 98+ 19"

HR, heart rate at the end of the reperfusion period; LVP, left-ventricular pressure; LVDP, left-ventricular developed pressure (systolic pressure — LVEDP); LVEDP, left-ventricular
end diastolic pressure; dP/dty.x, peak rise in the first derivative of left-ventricular pressure; dP/dtin, peak fall in the first derivative of left-ventricular pressure; Sqo, sham.

*P < 0.05vs IR
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PKC involvement in the activation of Nrf2 in PostC hearts

To evaluate the effect of PKC on Nrf2 activation, various
amounts of the specific inhibitor Q were administered to rats
during the stabilization period. The doses used in further experi-
ments were 70 pg/kg Q administered iv at minute 5 of the
stabilization period. At these doses, PKC was substantially inhib-
ited in rats undergoing only the perfusion protocol (not shown).
At the end of the experiments, the hearts were rapidly excised; the
left ventricle was obtained and frozen immediately in liquid
nitrogen. Later, left ventricles were powdered with a prechilled
pestle in a frozen mortar and dissolved in ice-cold buffer contain-
ing Tris—-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, Igepal 0.5%, NaF 100 mM,
pH 8.0, for further experiments.

Infarct size measurement

At the end of the protocols, the LAD was occluded again and 1 ml
of 5% Evan's blue was injected into the left ventricle to determine the
extent of noncolored risk area [23]. Next, the hearts were excised,
frozen at — 20 °C for 30 min, and sliced into 2-mm transverse sections
(six to nine slices). The slices were incubated in 1% 2,3,5-triphenylte-
trazolium chloride in sodium phosphate buffer (pH 7.4) at 37 °C for
20 min with constant agitation. Then, the slices were immersed in a
preservative solution of phosphate-buffered saline plus 0.01% sodium
azide to enhance the contrast between nonrisk area (blue), area at risk
(pale color), and infarcted area (white) [24,25]. Finally the slices were
photographed and the infarct size was calculated as a percentage of
the area at risk (AAR) in the left ventricle, by using the software Image]J
(NIH, Bethesda, MD, USA).

A

Determination of total ROS

Homogenates from left ventricles in Dulbecco's phosphate-
buffered saline containing a cocktail of protease inhibitors were
used to measure ROS. The assay was performed by incubating the
homogenates with 10 uM 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA) for 15 min at 37 °C in darkness and with constant agitation.
Fluorescence increase was assessed using a Shimadzu RF 5000
spectrofluorophotometer at Aey 488 nm and Aen, 530 nm [26].

Western blot analysis

Total and phosphorylated PKC levels, PKCe levels, as well as
y-GCS, glutathione S-transferase (GST), and Cu/Zn-SOD content
were analyzed by immunoblotting with specific antibodies and
deteced with a chemiluminescence detection system. The ratio
between phosphorylated protein and total protein was obtained in
the same membrane in all experiments and then the data were
compared among groups. Nonphosphorylated protein content was
normalized using GAPDH or f-actin.

Nrf2 immunoprecipitation and evaluation of phosphorylation
at Ser40 and Thr and Tyr residues

Left-ventricle homogenates (3 mg) were incubated with 4 pg of
Nrf2 antibody (C-20) on a rotary mixer for 3 h at 4 °C. Then,
protein G-Sepharose beads (50 ul of slurry) were added and
incubated overnight. Afterward, the samples were centrifuged at
1000 rpm for 30 s at 4 °C. The beads were washed with Tris-HCl
50 mM, NaCl 120 mM, Igepal 0.5%, NaF 100 mM, pH 8.0, and
centrifuged again. The supernatant was discarded and the beads
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Fig. 3. Infarct size measurement. (A) Representative images of ventricular slices from IR and IR + PostC hearts after 10 and 60 min of reperfusion. Blue stain, viable area; pale
stain, area at risk; red stain, noninfarcted area. (B) Infarct size was calculated as a percentage of area at risk of the left ventricle. Data represent the means of three

independent experiments + SD. *P < 0.05 vs IRyo; **P < 0.05 vs IRgo.
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were incubated with 5 x SDS sample buffer to determine Nrf2
phosphorylation at Ser40 and Thr and Tyr residues by immuno-
detection. The ratio between phosphorylated protein and total
protein was obtained in the same membrane in all experiments
and then the data were compared among groups.

Electrophoretic mobility-shift assay

Nuclear extracts were obtained according to the manufacturer's
instructions using a Nuclear Extraction Kit (Chemicon 2900). Biotiny-
lated oligonucleotide containing the antioxidant response element
(ARE) sequence (GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTTT) and manufactured
by Accesolab S.A. de C.V. (Mexico City, DF, Mexico) was used as the
DNA target. Binding reactions were carried out for 60 min at room
temperature in the presence of 50 ng/pl poly(dl- dC), 0.05% Nonidet
P-40, 2.5% glycerol, 10 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0.05M KCl in 1 x
binding buffer using 20 fmol of biotin-end-labeled ARE (B-ARE) and
10 pg of nuclear extract. The competition assay was achieved by
incubating an excess of unlabeled ARE for 30 min before the addition
of B-ARE. To identify Nrf2 in the protein-DNA complex, a supershift
assay was performed as follows: 10 pg of nuclear extracts was
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incubated overnight with 2.5 pg of Nrf2 antibody followed by the
addition of B-ARE and a further 60 min incubation. Then, the samples
were loaded onto native 5% polyacrylamide gel preelectrophoresed for
60 min in Tris-borate-EDTA (TBE) buffer. The complexes were sepa-
rated at 100V and transferred onto a positively charged nylon
membrane in TBE at 380 mA for 30 min. Transferred DNA was cross-
linked to the membrane and chemiluminescence detection
was performed using stabilized streptavidin-horseradish peroxidase
conjugate.

Glutathione S-transferase activity assay

A reaction mixture containing 0.05 M phosphate buffer (0.91 ml),
pH 65, 01 M GSH (0.02ml), 0.1 M 1-chloro-24-dinitrobenzene
(CDNB; 0.05ml), and left-ventricle homogenate (0.02 ml) was pre-
pared according to Habig et al. [27]. Absorbance increase was
measured in a Beckman DU-65 spectrophotometer (Soft-Pac kinetics
module) at 340 nm. Reaction was monitored for 3 min and registered
every 60s. GST activity was calculated with an extinction molar
coefficient of 9.6 mmol, and the results were expressed as activity
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Fig. 4. ROS quantification and evaluation of PKC and Nrf2 phosphorylation. (A) Total ROS determination was performed in sham, IR0, and IRyo + PostC groups. Additionally,
ROS measurement was evaluated in hearts subjected only to the PostC protocol. (B) PKC, PKCe, and Nrf2 phosphorylation was determined after 10 min of reperfusion.
Phosphorylation of Nrf2 was evaluated in Ser40, threonine, and tyrosine residues by Western blotting (WB) after immunoprecipitation (IP), as described under Material and

methods. *P < 0.05 vs sham; #P < 0.05 vs IRjp; n = >4 experiments.
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units per protein milligram (1 GST unit conjugates 1 umol CDNB with contained 0.6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0.3 mM xanthine, 0.1% bovine

GSH per minute at 25 °C, pH 6.5). serum albumin, and 400 mM sodium carbonate. Cardiac homogenates
(1:50 dilution) and 30 ul of xanthine oxidase (2.5 U/L) were added to
Copper/zinc-superoxide dismutase activity assay 322 pl of the reaction mixture and then the samples were incubated at

room temperature for 30 min. The reaction was stopped with 132 pl of

SOD activity was determined by measuring its capacity to inhibit 0.8 mM copper chloride and optical density was read at 560 nm. Total
nitroblue tetrazolium (NBT) reduction by superoxide anion, generated SOD activity was first evaluated, and then the assay was performed in
with the xanthine/xanthine oxidase system. The reaction mixture the presence of 50 mM potassium cyanide to inhibit Cu/Zn-SOD to
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obtain only Mn-SOD activity [28]. Results were expressed as SOD units
per milligram protein.

Intracellular reduced glutathione determination

In a reaction catalyzed by GST, the compound monochlorobi-
mane (mCB) forms an stable fluorescent adduct with GSH that can
be assessed fluorimetrically. The reaction mix contained Krebs-
Henseleit buffer, pH 7.4, 1 mM mCB, 1 U/ml GST, and left-ventricle
homogenates. After 30 min of incubation at 37 °C, changes in
fluorescence were measured at Aex 385 nm and Aey, 478 nm in a
Synergy HT multimode microplate reader. Readings were per-
formed every 15 min and the values obtained were compared with
a GSH standard curve [29].

Data analysis

Data represent means + SD of the indicated number of
experiments from each experimental protocol. Significance (P <
0.05) was determined by repeated-measures ANOVA and Bonfer-
roni selected pairs post hoc test (GraphPad Prism version 5.00).

Results
Cardioprotective effect of PostC

Heart function was evaluated by electrocardiographic analysis.
Sudden heart rate increase during the first minutes of reperfusion
was observed in reperfused hearts (not shown), which accounts
for arrhythmia development. Thereafter, heart rate values drasti-
cally diminished from minute 10 until the end of reperfusion
(Table 1). Early (10 min) and long-term (60 min) reperfusion
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concurred with diminished left-ventricular pressure (LVP) and
left-ventricular developed pressure (LVDP) values, along with
decreased contractility (dP/dtma.x) and augmented relaxation
(dP/dtin) rates. LVP, LVDP, and dP/dt.,.x were recovered in both
IRy0 + PostC and IRgp + PostC groups (P < 0.05), whereas heart
rate was recovered only in the IRgg + PostC group. PostC hearts
reperfused for 10 min showed similar dP/dty;, values compared to
the control group (Table 1). The electrocardiographic images show
the incidence of arrhythmias during the first minutes of reperfu-
sion in IRyo animals, compared with the registers obtained in the
IR1o + PostC and sham groups (S1g) at equivalent times (Fig. 2). It
can be observed that IR;p + PostC hearts recovered sinus rhythm
at minute 8 of reperfusion. PostC cardioprotection was also
evident by evaluation of the infarct size. The area at risk of the
left ventricle was similar in all groups; infarct size (relative to AAR)
diminished to 19 + 4 and 18 + 5% in IRg + PostC and IRgy + PostC
compared with 63 + 14% in IRyg and 72 4+ 16% in IRgg, respectively
(P < 0.05, Fig. 3). PostC-conferred cardioprotection was indepen-
dent of reperfusion time, indicating that survival signals are
activated either during PostC or during the first minutes of
reperfusion.

ROS content in PostC hearts

We evaluated ROS levels at the end of the conditioning
maneuver in the IRg + PostC group by measuring DCFH oxidation
to DCF. Fluorescence significantly increased in IRyg vs Sio rats
(97 + 23 vs 29 + 4 arbitrary units (AU), P <0.05) and was totally
depressed in the IRjo + PostC group (35 + 14 AU). ROS values in
hearts subjected only to PostC without reperfusion were identical
to those measured in the IRy + PostC group (32 4 7; Fig. 4A),
indicating that the antioxidant machinery was fully activated at
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Fig. 6. PKC inhibition in cardiac function in PostC hearts. Electrocardiographic images showing the effect of PKC pathway inhibition in PostC hearts.
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the onset of reperfusion and, furthermore, that ROS may act as
signaling molecules for upstream kinase activation.

PKC phosphorylation concurs with Nrf2 activity in PostC hearts

Activation of Nrf2, responsible for both constitutive and indu-
cible expression of ARE-regulated genes, was determined after
10 min of reperfusion. Nrf2 showed increased phosphorylation at
Ser40 and Thr/Tyr residues in IRyg + PostC compared with IRy
hearts. Such phosphorylation concurred with significant activation
of PKC and PKCe in PostC hearts, suggesting that Nrf2 may be a
downstream target of kinase activation (Fig. 4B). To evaluate if
Nrf2 phosphorylation induces its transcriptional activity, we
determined Nrf2 nuclear accumulation after 60 min of reperfu-
sion. We found a significant increase in Nrf2 levels in isolated
nucleus in the IRgg + PostC group in comparison with the IRgg
group (Fig. 5A). Additionally, we performed EMSAs to confirm Nrf2
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transcriptional activation in PostC hearts. Nrf2 binding to ARE was
augmented at 60 min of reperfusion in PostC hearts (IRgg + PostC)
compared with the signal obtained in IRgp hearts and even in sham
hearts (Fig. 5B). No differences were found among the groups at
10 min of reperfusion (not shown). Next, we measured the levels
of three enzymes regulated by the Nrf2 pathway. GST, Cu/Zn-SOD,
and y-GCS content increased significantly in IRgg + PostC com-
pared with the IRgg group (Fig. 5C). These results strongly suggest
that the cardioprotective response elicited by PostC includes Nrf2
transcriptional activity.

Relevance of PKC signaling in the PostC-conferred cardioprotective

effect

Once we established a correlative link between PKC and Nrf2
phosphorylation after PostC, we evaluated the effect of PKC inhibition
on the cardioprotective response at 10 min of reperfusion and its
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Fig. 7. Nrf2 transcriptional activity is modulated by PKC in PostC hearts. (A) Effect of PKC inhibition on Nrf2 phosphorylation at Ser40 after 10 min of reperfusion.
Phosphorylation of Nrf2 was evaluated on Ser40 by Western blotting (WB) after immunoprecipitation (IP), as described under Material and methods. Representative results
of at least three similar experiments are shown. *P < 0.05 vs IRyo + PostC. (B) Representative blot showing Nrf2 content in the nuclear extracts after 60 min of reperfusion;
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(C) Electrophoretic mobility-shift assay in PostC hearts treated with Q at 60 min of reperfusion. The first lane shows free B-ARE migration and the next lanes (2-5) the
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representative of at least four independent EMSAs.
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Table 2

Effect of chelerythrine (Q) on PostC heart hemodynamics after 10 and 60 min of reperfusion.

Group Baseline 10 min reperfusion (IRyo) 60 min reperfusion (IReo)
HR (bpm) LVP (mm Hg) LVDP (mm Hg) HR (bpm) LVP (mm Hg) LVDP (mm Hg) HR (bpm) LVP (mm Hg) LVDP (mm Hg)
IR 373 +41 106 + 15 100 + 18 292 + 67 42 +10 31+14 48 +26 33+9 26+3
IR + PostC 351455 107 + 16 102 + 20 320+ 47 95 + 15" 92 +17*¢ 281 +21* 98 +19* 78 +12*
IR + PostC + Q34 375450 102+ 11 114+ 21 321490 80 + 12* 87 + 16* 283 +94* 69+ 12* 81+ 18*
IR + PostC + Qz0 334+19 96 +3 91+ 11 280 + 26 76 + 39 85 + 30* 272 4+34* 57 +32%F 62 +32*

HR, heart rate at the end of the reperfusion period; LVP, left-ventricular pressure; LVDP, left-ventricular developed pressure (systolic pressure — LVEDP); LVEDP, left-
ventricular end diastolic pressure; Qs4, chelerythrine 34 ug/kg; Qso, chelerythrine 70 pg/kg.

*P < 0.05 vs IR
** P < 0.05 vs IRgy + PostC.

impact on Nrf2 transcriptional activity. First we analyzed heart
function in the presence of the PKC inhibitor Q, administered at
various doses during the stabilization period. At the highest dose
(70 pg/kg), LVP diminution was observed in the IRgg + PostC + Q
group (57432 vs 98+ 19 mmHg in IRgy + PostC, P < 0.05;
Table 2). The electrocardiographic registers in PostC hearts from
animals treated with Q recovered rhythm and frequency after
temporal instability, dependent on Q concentration. Blood pressure
values were partially maintained at both concentrations (Fig. 6).

Role of PKC in phosphorylation and transcriptional activity
of Nrf2 in PostC hearts

Next, we evaluated p-Nrf2 content in Q-treated hearts to
elucidate the PKC contribution to Nrf2 activation after 10 min of
reperfusion. Maximal PKC inhibition (70 pg /kg) correlated with a
significant reduction in Nrf2 phosphorylation at Ser40 (Fig. 7A);
therefore we used this concentration for subsequent experiments
at longer reperfusion times. PKC inhibition correlated not only
with diminution of Nrf2 phosphorylation at Ser40, but also with a
significant abolition of Nrf2 nuclear accumulation (Fig. 7B) and
with diminution of Nrf2 binding to the ARE consensus element
(Fig. 7C). The competition assay demonstrated the specificity of
Nrf2 binding to the ARE sequence and the supershift assay
confirmed the presence of Nrf2 in the DNA-protein complex.
These results indicate that Nrf2 phosphorylation and transcrip-
tional activity are regulated by PKC in PostC hearts.

Role of PKC in the levels of Nrf2-regulated antioxidant proteins

Finally, we evaluated the effects of PKC inhibition on the content
and activity of the Nrf2-encoded proteins GST, Cu/Zn-SOD, and y-GCS
in PostC hearts. PostC hearts treated with Q (IRgg + PostC + Q)
showed a diminution in GST, Cu/Zn-SOD, and y-GCS content (Fig. 8A;
P < 0.05 vs IRgp + PostC). GST and Cu/Zn-SOD activities were
determined by direct enzymatic assays, whereas GSH measurement
was used to evaluate y-GCS activity, as GSH is a rate-limiting reaction
product catalyzed mainly by this enzyme. Changes in protein content
were reflected in the activities of GST (Fig. 8B) and Cu/Zn-SOD
(Fig. 8C), as well as in GSH levels (Fig. 8D). The enzyme activities
were augmented in the IRgy + PostC group and diminished
drastically after Q treatment (IRgp + PostC + Q). The above
experiments indicate that PKC activates Nrf2 signaling, enhancing
the antioxidant machinery, which may participate in the cardiopro-
tective response activated by PostC.

Discussion

To date most experimental studies have focused in the devel-
opment of protective strategies to decrease myocardial infarct size

in ischemic heart. Some myocardial infarct reducing agents have
shown promising outcomes in experimental studies, but have
failed in clinical trials, e.g., eniporide, an inhibitor of the Na* /H*
antiporter [30,31]; nicorandil, a potassium ATP channel opener
[32,33]; and caldaret (MCC-135), an intracellular calcium modu-
lator [34,35]. Conversely, cyclosporine [36,37], intravenous
adenosine infusions [38,39], atrial natriuretic peptide [40], super-
saturated oxygen therapy [41], and, specifically, the mechanical
maneuver of PostC have been successfully applied in both experi-
mental studies and clinical trials [42-44].

It is noteworthy that endogenous cardioprotection conferred by
PostC has additional benefits in comparison with other strategies,
because it involves the activation of heart innate mechanisms for
its own protection. Several studies have concluded that acute
cardioprotective mechanisms include autacoids that trigger
signaling pathways, which include reperfusion injury salvage
kinases [45] and PKC cascades [46]. It is also known that low
ROS levels are required to promote the survival response, but that
it is equally relevant to diminish ROS-derived stress [47]. There-
fore, we hypothesized that precise and coordinated regulation of
the antioxidant machinery may be sustained by PostC. Physiolo-
gically, normal ROS levels are maintained by the isoforms of SOD,
which transform superoxide anion to hydrogen peroxide; by
catalase and glutathione peroxidases, which reduce hydrogen
peroxide to water; and by glutathione reductase, which converts
GSSG back to GSH [3].

Nrf2 is a ubiquitous transcription factor that regulates tran-
scription of several antioxidant proteins, including Mn-SOD, heme
oxygenase-1, Cu/Zn-SOD, GST, and y-GCS. There is increasing
evidence that Nrf2-mediated gene expression confers protection
against myocardial infarction and ischemia-reperfusion injury, but
little is known about the activity of antioxidant enzymes and its
regulation during PostC. In this sense, a recent report by Huang
et al. [48] showed that the activation of the Nrf2-ARE pathway is
responsible for the induction of antioxidative enzymes in a cellular
model of hypoxic preconditioning. They showed increased Nrf2
nuclear translocation and higher interaction of Nrf2 with ARE
sequences in the promoter regions of heme oxygenase-1 and
Mn-SOD. In agreement with such results, we observed a signifi-
cant increase in Nrf2 phosphorylation at Ser40, Thr, and Tyr
residues after 10 min of reperfusion in PostC hearts (IRyg + PostC)
in comparison with IR hearts. Also, we observed augmented Nrf2
binding to the ARE sequence, which correlated with increased
expression and activity of Cu/Zn-SOD, GST, and y-GCS in PostC at
the longer reperfusion time (IRgg + PostC), suggesting that newly
synthesized antioxidant proteins may contribute to long-lasting
protective effects in PostC hearts.

The mechanism by which Nrf2 is accumulated into the nucleus
remains controversial. Whereas it is thought that the modification
of critical cysteine residues in Keapl promotes conformational
changes, leading to Nrf2 release, it has also been reported that
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Fig. 8. Effect of PKC inhibition on the content and activity of enzymes regulated by Nrf2 pathway. (A) GST, Cu/Zn-SOD, and y-GCS content in hearts subjected to 60 min of
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activity, and (D) GSH content in PostC treated with Q. Data represent the mean + SEM of three independent experiments. *P < 0.05 vs Sgo; #P < 0.05 vs IRgo; **P < 0.05 vs

IRgo + PostC.

Nrf2 phosphorylation at Ser40 is crucial for nuclear accumulation
and transcriptional activity [49,50]. In this report we found a
significant increase in both PKC and PKCe phosphorylation in
association with a significant increase in Nrf2 phosphorylation at
Ser40, Thr, and Tyr residues in PostC hearts. Several reports
indicate that PKC activation is related to redox signaling in PostC,
whereas PKCe has been mainly related to mitochondrial protection
by means of preventing the opening of the mitochondrial perme-
ability transition pore [51,52]. However, there is also evidence that
Nrf2 phosphorylation may induce its release from Keap1, leading

to ARE-mediated antioxidant response. To get insight into this
possibility, we inhibited PKC activity with Q (IRgg + PostC + Q),
which promoted a significant decrease in Nrf2 phosphorylation
and transcriptional activity. Furthermore, Q treatment induced an
important diminution in GST, Cu/Zn-SOD, and y-GCS content and
activity.

From the above-mentioned results it could be suggested that
the PKC/Nrf2 pathway may contribute to the so-called second
window or delayed protection in PostC, as it involves de novo
synthesis of antioxidant proteins.
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Conclusions

We conclude that PKC/Nrf2 pathway activation is critical for long-
term maintenance of cardioprotection against reperfusion injury,
through a significant increase in the antioxidant defense system.
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however an increase in their concentration with respect to the antioxidant system activity, changes their
redox signaling function into a deleterious role. Thus, cell health depends, at least in part, on redox balance.

This review includes global aspects of oxygen chemistry, ROS generation, antioxidant system, and redox signal-
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Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NF-xB), which is involved in deleterious effects in the cell. Finally, recent findings on the interplay between
(Nrf2) both factors for the development of different pathologies are discussed.
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1. Introduction
1.1. ROS generation and defense mechanisms in the cell

1.1.1. The mitochondrial electron transport chain

The generation of reactive oxygen species (ROS) is an unavoidable
consequence of life in an aerobic environment. Mitochondrial energy
metabolism is recognized as the most quantitatively important ROS
source in most eukaryotic cell types, as the mitochondrial electron
transport chain leaks electrons even under physiologic conditions [1].
Molecular oxygen (0), the final acceptor of electrons in the mitochon-
drial electron transport chain, accepts four electrons in a one-step reac-
tion producing H,0. However, it is also capable to accept one electron at
a time, generating partially reduced molecules from O, (reactive oxygen
species), which include superoxide anion (O,--), hydroxyl radical ("OH),
and hydrogen peroxide (H,0,) (Fig. 1).

Many steps in the respiratory chain involve single-electron reac-
tions, favoring monovalent reduction of O,. The highly reducing intra-
mitochondrial environment promotes electron leak mainly through
the respiratory complexes I (NADH:ubiquinone oxidoreductase) and
III (ubiquinol:cytochrome c oxidoreductase; cytochrome bc; complex)
giving rise to ROS production [2,3]. Moreover, in different pathologies,
ROS production through one-electron reduction reactions is enhanced
by mitochondrial dysfunction [4]. Besides the electron transport chain
in mitochondria, other enzymes such as xanthine oxidase, nitric oxide
synthase, and cytochrome P450s produce reactive species as a metabol-
ic byproduct, whereas nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidases produce ROS as primary function.

1.1.2. Xanthine oxidoreductase and xanthine oxidase

Xanthine oxidoreductase catalyzes the sequential hydroxylation of
hypoxanthine to yield xanthine and uric acid. The metabolism of this
enzyme exists in two forms that differ primarily in their substrate
specificity. The dehydrogenase form, named xanthine dehydrogenase
(XDH), produces uric acid using NAD*" as an electron acceptor; the
other form of the enzyme is xanthine oxidase (XO), which transfers
electrons to O, yielding Oy, H,0,, and uric acid [5-7].

It has been described that the enhancement of calcium (Ca? ™) influx
into the cell, in ischemic tissue, leads to the activation of several en-
zymes, including a protease that cleaves a 15-20 kDa fragment of
each XDH subunit, changing the metabolism of the enzyme to its oxi-
dase form, which in turn transfers electrons to O, to produce ROS [8].
Accordingly, benefits after XO inhibition have been observed in differ-
ent pathological conditions. Oxypurinol, a XO inhibitor, augmented
endothelium-dependent vascular relaxation in hyperlipidemia by re-
ducing O, production [9] and, after long-term treatment, improved
the cardiac contractile force in post-ischemic heart failure in a mouse
model [10]. In addition, clinical trials inhibiting XO have been developed
recently, leading to improved mechanics and better clinical outcomes in
patients with congestive heart failure. In the “La Plata study” for exam-
ple, the inhibition of XO-dependent O,-- production was related to the
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improvement of myocardial function and ejection fraction in patients
with congestive heart failure [11].

1.1.3. Nitric oxide synthase

Nitric oxide (NO) was first described as the endothelium-derived
relaxing factor [12,13]; since then, numerous reports have established
its role as an ubiquitous key signaling molecule implicated in neuro-
transmission [14-16], vasodilation [17-19] and regulation of the car-
diovascular, nervous and immune systems. NO regulates vascular cell
adhesion molecule 1 (ICAM-1) gene expression and redox-sensitive
transcriptional events in human vascular endothelial cells [20]. It en-
hances the binding of iron regulatory protein to iron-response elements
within regions of mRNAs, which are involved in iron metabolism
[21-23], and also produces post-translational modifications of proteins
such as ADP ribosylation [24,25,23].

NO is produced by three isoforms of NO synthase (NOS; EC
1.14.13.39), these are: endothelial NOS (eNOS also known as NOSIII),
inducible NOS (iNOS also known as NOSII), and neuronal NOS (nNOS
also known as NOSI). All isoforms metabolize L-arginine to citrulline
using O, and reduced cofactors as NADPH, flavin adenine dinucleotide
(FAD), and (6R-)5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; all NOS bind calmodulin
and contain heme as a prosthetic group [26,23].

eNOS and nNOS activities are regulated by Ca?* via calmodulin
interaction. On the contrary, because iNOS has calmodulin bound per-
manently, its function depends merely on its expression level [26].
iNOS generates large amounts of NO that have cytostatic effects on par-
asitic target cells, contributing to the pathophysiology of inflammatory
diseases and septic shock [27]. In aging or diseases such as inflamma-
tion, hypertension, and atherosclerosis, increased O,-- reacts with NO
yielding peroxynitrite (ONOO™), a highly reactive and toxic molecule
that induces tyrosine nitration, cysteine-thiol oxidation, lipid peroxida-
tion, and oxidation of methionine sulfur-groups [27,28]. Targeting
nitrosative stress may represent a therapeutic potential in pathologies
like Alzheimer's disease or cancer. In this sense, a recent report shows
that epigallocatechin-3-gallate attenuated R-amyloid-induced oxida-
tive and nitrosative cell death in microglia cells [29]; whereas aspirin,
at pharmacologically relevant concentrations, inhibited ONOO ~-medi-
ated DNA damage and "OH formation [30].

1.1.4. Cytochrome P450s

Cytochrome P450s (CYPs) are a family of heme-thiolate enzymes
implicated in the metabolism of a large number of endogenous and
exogenous compounds. Multiple CYPs have been characterized in mam-
malian species. Five CYPs (CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, and 3A4) are re-
sponsible for approximately 95% of CYP-mediated drug metabolism,
catalyzing hydroxylation, epoxidation, and N-, S- and O-demethylation
of drugs, leading to second-phase metabolism and excretion from the
body [31,32]. CYPs transform xenobiotics into inert polar metabolites,
or transform such molecules into reactive species capable of initiating
DNA, protein, or lipid damage. The catalytic mechanism for CYPs
involves reductive activation of O, in a process in which several steps
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Fig. 1. ROS production by one-electron O, reduction in the mitochondrial electron transport chain.
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are one-electron transfers. Besides, CYPs' active site may generate small
amounts of Oy~ and H,0, as by-products of the normal P450 catalytic
core [33].

1.1.5. NOX enzymes

NAD(P)H oxidases (NOX) are a family of membrane-associated
enzymes that generate ROS as their primary function and contribute
to the physiological regulation of vascular function [34]. NOX catalyze
one-electron reduction of O, using NADPH as an electron donor [35].
Originally, NOX were considered to be expressed only in phagocytic
cells and thereby involved in host defense and innate immunity; how-
ever, from studies based on homologs of the catalytic subunit gp91phox,
itis now evident that there is at least a functionally active family of NOX
in non-phagocytic cells [36]. The expression of these enzymes in various
tissues supports the notion that ROS generation, rather than being a sin-
gular trait of phagocytes, is a general characteristic of many and perhaps
all cell tissues. The prototypical gp91phox-containing phagocytic
NAD(P)H oxidase (NOX2) consists of five subunits, these are p47phox
(‘phox’ stands for phagocytic oxidase), p67phox, p40phox, p22phox,
and the catalytic subunit gp91phox [34]. NOX enzymes are divided
into three groups, according to the presence of specific domains besides
the gp91phox domain. NOX1, NOX3, and NOX4 are nearly identical in
both structure and size to gp91phox, three of them contain the electron
transfer centers that are necessary to transfer electrons from NAD(P)H
to O, and yield Oy~ [37]. NOX5 is built on the basic structure of
gp91phox, plus an amino-terminal calmodulin-like domain that contains
four binding sites for Ca?*. The third group, the dual oxidase (DUOX) en-
zymes, further extends the NOX5 structures, as it contains the Ca? ™ bind-
ing domain and an amino-terminal peroxidase-homology domain. Thus,
DUOX enzymes seem to be designed to both generate ROS and catalyze
them through their own peroxidase domain [37].

2. Defense mechanism against ROS

In order to maintain redox balance in the cell, specialized antioxi-
dant systems have been developed. Main antioxidant systems include
superoxide dismutases (SOD), which are localized in different subcellu-
lar locations and catalyze the dismutation of O, to produce H,0,. Cat-
alase reduces H,0, to H,0, whereas several thioredoxin isoforms,
through cysteine thiol-disulfide exchange, reduce oxidized proteins.
Glutathione peroxidases catalyze lipid hydroperoxide reduction to alco-
hols and reduce H,0, to H,0; glutathione synthetase and vy-glutamyl
cysteine synthetase (y-GCS) are responsible for the synthesis of the
main cellular antioxidant, reduced glutathione (GSH). Besides GSH,
other non-enzymatic antioxidants, some of them of dietary origin, scav-
enge lipid peroxyl radicals inhibiting the chain reaction of lipid peroxi-
dation. Ascorbic acid, o-tocopherol, carotenoids, uric acid, and
polyphenols have a participation in the antioxidant defense system as
ROS scavengers [38]. Also, peroxiredoxins have a role in the control of
cytokine-induced peroxide levels, affecting signal transduction.

We described so far, the main sources of ROS generation; it is clear
that these reactive molecules are ubiquitously present in the cell and
have important roles in both physiological and pathological processes.
In the next part of this review, we will describe the meaning of redox
balance maintenance in disease development and the role of key tran-
scription factors: nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and
nuclear factor kB (NF-B) as elements responsible for the cellular anti-
oxidant response in this context.

3. Contribution of redox imbalance in diseases

When ROS concentration increases (Fig. 1), either due to cellular
ROS overproduction or because the antioxidant system is compromised,
ROS can act indiscriminately by reacting and damaging biomolecules,
including DNA, RNA, cholesterol, lipids, carbohydrates, proteins, and an-
tioxidants [39], or by stimulating inflammatory processes, activating

growth factors, proteolytic enzymes, lipoxygenases, cyclooxygenases,
oncogenes, and transcription factors [40], a scenario that includes
aging and the development of a wide array of diseases such as cancer,
diabetes, neurodegenerative disorders, and cardiovascular diseases
[41-45].

Peroxidation of membrane lipids can be harmful due to alteration of
the biological properties of the membrane, leading to inactivation of
membrane-bound receptors or enzymes that, in turn, may impair nor-
mal cellular function. In this sense, reduction in Na™/K*-ATPase activity
correlates with the elevation of lipid peroxidation products in pre-
hypertensive patients, suggesting that ROS underlies some of the path-
ophysiological aspects linked to this condition [46]. Intriguingly, in-
creased lipid peroxidation is associated with high glucose levels, but
not with hypertension in type-2 diabetic patients [47]. In addition,
high levels of endogenous reactive aldehydes have been found in tissues
and spinal fluid from patients and transgenic animals with neurodegen-
erative diseases [48,49]; besides, it has been proposed that increased
ROS levels promote the onset of premature senescence and malignant
transformation [50].

The efficiency of the antioxidant system to prevent oxidant-induced
pathologies has been tested in various cell types and animal models. In a
recent study, Maiellaro-Rafferty et al. [51] showed that catalase over-
expression in mice prevents aneurysmal mechanical remodeling, by re-
ducing local H,0, production associated with early alterations of the
aortic wall. Another study indicated that SOD-1 (CuZn-SOD) deficiency
increases O,-- production, accelerating loss of cone's function in a mouse
model of retinitis pigmentosa. Surprisingly, SOD1 overexpression led to
augmented oxidative stress, a situation that was prevented by co-
expressing SOD1 with glutathione peroxidase-4 (Gpx-4), which in-
dicates that effective contention against oxidative stress may include
the expression of complementary detoxifying systems that eliminate
harmful intermediate products in the same cellular compartment
[52].

The opposite situation is illustrated by experiments in which the an-
tioxidant response is downregulated. For example, SOD2 (MnSOD)—/—
mice have a very short lifespan and develop dilated cardiomyopathy
within 10 days after birth [53], whereas SOD1 downregulation is related
with Alzheimer's disease progression in mice, causing cognitive impair-
ment [54]. These are only a sample of multiple pathologies in which ox-
idative stress is the underlying cause; thus, a paramount task for the cell
is to maintain its redox status in order to contend against ROS deleteri-
ous effects (Fig. 2).

4. Redox regulation in signal transduction (redox switching)

Redox signaling is complex and often involves multiple mechanistic
responses. In this regard, it has been suggested that ROS localization in
specific subcellular compartments leads to selective oxidative modifica-
tions (redox switching) of different molecules, regulating their function.
For example, protein tyrosine phosphatases are inactivated by oxida-
tion, which causes increased levels of phosphorylated substrates and
overall activation of kinase pathways. ROS can modify redox-sensitive
amino acids in many proteins, including phosphatases, kinases, ion
channels, and transcription factors, e.g. apoptosis signal regulating ki-
nase 1 (ASK1), protein kinase C (PKC), Nrf2, and others [55]. Cysteine
and methionine residues are more susceptible to oxidation than other
amino acids due to their high reactivity [39]. If cysteine is a catalytic res-
idue in the active domain, its oxidation would affect directly the enzyme
activity; but even if cysteine is not directly involved in the catalysis, the
oxidation could allow changes in the local conformation and modify
protein activity.

Cysteine oxidation can affect protein-protein interactions, protein
degradation and induce post-translational modifications [56]. Cysteine
can be oxidized to several products such as disulfide (-S-S-), sulfenate
(-SO7), sulfinate (-SO ™), sulfonate (-SO™3), or sulfonamide (-SNR). Di-
sulfide conjugation with GSH produces glutathionylation, whereas
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Fig. 2. The diagram shows the contrasting effects of ROS concentration in cell function.

reactive nitrogen species cause S-nitrosylation. Such alterations have
emerged as important post-translational modifications that activate or
deactivate the function of many proteins [56]. Examples of proteins
that contain at least one redox-sensitive thiol(ate), regulated by redox
signaling [57], are protein kinases, protein tyrosine phosphatases (PTP)
[58], lipid phosphatases [59], caspases [60], Ca®>" and K* channels
[61-63], and transcription factors such as activator protein-1 (AP-1),
NF-<B and Nrf2 [64,65].

The last part of this revision is focused on Nrf2 and NF-kB redox signal-
ing regulation, controlling opposite cellular processes that lead to either
cytoprotection or pathological development. Recent findings related to
the complex interaction between both pathways, through crosstalk
mechanisms, under pathological conditions will also be discussed.

4.1. The NF-~B signaling pathway

The nuclear factor-kappa B (NF-kB) is a widely expressed, pleiotropic
transcription factor that has been implicated in many cellular processes
including inflammation. Abnormal activation of NF-kB occurs in many
pathological conditions, such as allergic, auto-inflammatory diseases,
and malignances [66]. NF-kB is composed of homo- and hetero-dimeric
complexes of Rel protein family members: p65 (relA), rel, relB, p50,
and p52, which are regulated by eight IkB family members [67]. NF-«B
is activated by both canonical and non-canonical pathways. In the canon-
ical pathway, NF-+B is activated by multiple pro-inflammatory receptors,
such as toll-like receptor (TLR) ligands, T cell receptor, B cell receptor,
and tumor necrosis factor (TNF) receptor [66,68,69]. The canonical path-
way is mediated by IB kinase (IKK) complex, composed by two structur-
ally related catalytic subunits IKKo, and IKKB, and a non-catalytic
regulatory subunit: NF-<kB essential modulator (NEMO also known as
IKK7y). Once activated, the regulatory subunit phosphorylates specific
Ser residues within IkBs, leading to protein ubiquitination and subse-
quent proteasome-processing and NF-<B release. Hence, the transcrip-
tion factor accumulates within the nucleus, inducing the transcription
of target genes involved in cellular processes such as inflammatory re-
sponses [67,70].

Although a variety of structurally diverse receptors initiate the ca-
nonical NF-kB pathway, only a subset of TNF superfamily receptors

No protective signaling .-~

)

Cell effect

appears to activate the non-canonical NF-<B pathway. The non-
canonical pathway is activated by a subset of TNF superfamily receptors,
including lymphotoxin-3 receptor (LT-2R), CD40, the B-cell activating
factor (BAFF), the tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis
(TWEAK), and the receptor activator of NF-xB (RANK) [66,69]. This last
pathway is involved in several biological phenomena including B lym-
phocyte survival, lymphoid organogenesis [71], and osteoclastogenesis
[72]. The non-canonical pathway results in proteosomal degradation of
cellular inhibitors of apoptosis (cIAPs) and sequestration of tumor ne-
crosis factor receptor-associated factors (TRAFs) with simultaneous sta-
bilization of NF-«B inducing kinase (NIK) protein levels [73]. NIK is a
Ser/Thr kinase also known as MAP3K14 that phosphorylates the regula-
tory kinase IKKa at Ser 176, which induces phosphorylation and
ubiquitin-dependent processing of inactive NF-«B2 (p100), precursor
of the active p52 form. Then, p52 forms a heterodimeric transcription
factor with RelB that is accumulated in the nucleus to regulate expres-
sion of its target genes [66,69,73] (Fig. 3).

4.2. Nrf2/ARE signaling pathway

Whereas the redox-sensitive transcription factor NF-<B plays an
important role in the coordinated expression of inflammatory genes,
the nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2), a ubiquitously expressed
transcription factor, is responsible for both constitutive and inducible
expression of antioxidant response element (ARE)-regulated genes
such as NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1) [74-78], heme
oxygenase-1 (HO-1) [79,75,80,81], glutathione S-transferase (GST), iso-
enzymes o4, 12, |13 [74,75,82], ul, 5, al, a2, o3, and il [76,82,77],
microsomal GST (MGST1 and MGST2), epoxide hydrolase [74-76],
UDP-glucuronosyltransferase, aldoketoreductase 1B7 and 1B8 [76], al-
dehyde dehydrogenase 1A1, 1A7 [76,77], glutamate-cysteine ligase
(also known as +y-glutamylcysteine synthetase, i.e. y-GCS) modifier
subunit (GCLM) and catalytic subunit (GCLC), glutathione reductase
[79,75,76], SOD1 [83], and glutathione peroxidase [76].

Nrf2 also regulates multiple transcription factors, such as aryl hy-
drocarbon receptor (AHR), v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog G (avian; MAFG), retinoid X receptor, alpha (RXRA),
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian; MYC), CCAAT/
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Canonical Pathway
TLR, T-cell receptor, B-cell receptor, TNF receptor

Receptors

Proteosomal
degradation

Inflammation, immune
responses, etc.

Non- Canonical Pathway
LT-BR, CD4o, BAFF, TWEAK, RANK

Receptors

Lymphoid
organogenesis

Fig. 3. The canonical and non-canonical NF-kB activation pathways. The canonical pathway is activated downstream by multiple pro-inflammatory receptors, resulting in the activation of
the IKK complex composed of IKKa, IKKR, and NEMO. IKK phosphorylates IkBs, triggering their ubiquitination and proteasomal degradation, releasing NF-<B, which consists of p50 and
p65 complex, allowing it to accumulate within the nucleus and activate the expression of target genes. The activation of the non-canonical pathway involves the activation of the IKKot
dimer, which phosphorylates p100, promoting ubiquitin-proteasome processing of p52. The activated non-canonical NF-«B, which typically consists of p52 and RelB, is accumulated with-

in the nucleus for its transcriptional activity.

enhancer binding protein (C/EBP) alpha (CEBPA), YY1 associated factor 2
(YAF2), and hairy enhancer of split 1 (HES1) [74,79,75].

Nrf2 is a member of the Cap’n’collar (CNC) family, a subfamily of basic
region-leucine zipper (bZIP) transcription factors [84]. It is highly regu-
lated by a cytosolic repressor protein called Kelch-like ECH-associated
protein1 (Keap1), mainly distributed in the cytoplasm, which binds to
filamentous-actin and/or myosin Vlla via the Kelch/DGR domain in the
cytoskeleton [85]. Keap1, in combination with an adaptor component
of Cul3 (Cullin 3)-based ubiquitin E3 ligase complex, promotes Nrf2
ubiquitination and proteosomal degradation in basal conditions [86,87].
In response to electrophilic or oxidative stress, Keap1 acts as a primary
redox sensor by oxidation of specific reactive cysteine residues (Keap1
is a cysteine-rich regulatory and scaffold protein). Keap1 oxidation pro-
motes Nrf2 release, allowing its accumulation into the nucleus [85]
(Fig. 4). Nrf2 phosphorylation has also been proposed to induce Nrf2 re-
lease from its repressor. In this sense, members of mitogen-activated
protein kinases (MAPKs), such as extracellular signal-regulated kinase
(ERK), p38, and JNK, have been pointed out as potential kinases that pro-
mote Nrf2 activation [88-90]. Furthermore, some studies indicate that
phosphatidylinositide 3-kinases (PI3K) [91-93] and/or PKC-catalyzed

phosphorylation of Nrf2 at Ser40 [94,95] results in its release from
Keap1, leading to ARE-mediated cellular antioxidant response. Once in-
side the nucleus, Nrf2 heterodimerizes with the small Maf proteins,
MafG, MafF and MafK (a family of bZip bidirectional transcription regula-
tors) [96], enhancing its binding to ARE. Binding motif analysis showed
that Nrf2-Maf heterodimers require a GC sequence (or GC box) on the
3'-region of ARE [75]. Besides, multiple transcriptional regulators like
p160 family coactivator, CREB-binding protein (CBP)/p300 [97,98], co-
repressors such as silencing mediator of retinoid and thyroid receptors
(SMRT) and histone deacetylase (HDAC)3 have been reported to interact
with Nrf2 forming the nuclear complex [99,100]. It is also known that
these modulator proteins are subjected to phosphorylation, being anoth-
er point regulation in the activation or inactivation of Nrf2-directed gene
expression [101]. This transcription factor has gained enormous rele-
vance in the study of several pathologies, being an attractive candidate
for the development of new therapeutic strategies. In this context, a re-
cent study by Correa et al. [102] showed that the beneficial effects
exerted by the natural antioxidant curcumin on both cardiac and renal
function, in nephrectomized rats, were partially sustained by Nrf2
activation.
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Molecular Mechanism Activating the Nrf2-Keap1 Pathway

Antioxidant

Fig. 4. Mechanism of Nrf2 activation. Under normal conditions, Nrf2 is sequestered in the cytoplasm by its repressor protein Keap1, which functions as an adapter between Nrf2 and Cul3
(for proteasomal degradation of Nrf2). In response to oxidative stress, Nrf2 accumulates within the nucleus forming heterodimers with Maf small proteins for chromatin binding at an ARE
sequence in the promoter region of target genes. The role of Nrf2 in reducing inflammation and as a master antioxidant system regulator has been related to protective effects in the cell.

5. Evidence of crosstalk between Nrf2 and NF-<B under
pathological conditions

It has been proposed that after simultaneous accumulation with-
in the nucleus, p65 antagonizes Nrf2-mediated gene transcription. Con-
versely, some phase Il-inducers suppress NF-«B signaling and activate
the Nrf2 pathway [103].

To explain the opposite role that both signaling pathways exert on
cell fate, it is important to describe the crosstalk regulation between
both transcription factors, which occurs within the nucleus. Although
the crosstalk mechanism between them is complex and is still under
elucidation, it has been demonstrated that NF-<B competes with Nrf2
for the coactivator CBP, and recruits the HDAC3 causing a local hypo-
acetylation that hampers activation of the Nrf2 pathway [100]. Current-
ly, there are multiple studies designed to investigate the interplay
between these relevant factors. Taking into account that inflammation
is a hallmark of many diseases, like atherosclerosis, diabetes, liver dis-
ease, chronic obstructive pulmonary disease, acute respiratory distress
syndrome, rheumatoid arthritis, and cancer, in the final part of this re-
view we will highlight findings obtained from some of the abovemen-
tioned pathological conditions about possible crosstalk mechanisms
between Nrf2 and NF-kB pathways.

5.1. Inflammation

The following examples illustrate the effect of compounds that
reduce the inflammatory response and that are also related with Nrf2

activation. The endogenous cyclic dipeptide cyclo(His-Pro) is produced
by cleavage of the hypothalamic thyrotropin releasing hormone.
Cyclo(His-Pro) protects rat pheochromocytoma PC12 cells against para-
quat toxicity, through Nrf2 signaling activation and, on the other hand,
by suppressing the NF-xB pathway. In that study, it is proposed that
down-regulation of the inflammatory response by cyclo(His-Pro) is
produced by redox modulation, specifically by the activity of the HO-1,
an antioxidant and anti-inflammatory enzyme [104]. Coffee, one of the
most popular beverages around the world, is a major contributor of
redox-active phytochemicals in the diet, and influences the NF-xB and
Nrf2 interplay. In an interesting study, the degree of coffee roasting
was related with its efficiency to alleviate inflammation caused by NF-
KB activity and, on the other hand, with its capacity to induce antioxi-
dant response through Nrf2 signaling. Extracts of dark-roasted coffee
exert potent inhibitory effects on NF-«B signaling and act as efficient
inducers of Nrf2 pathway in vitro [105]. The effect of Nrf2 signaling
modulation on NF-kB activity has been studied also in murine lympho-
cytes. Recently, it was reported that Schisandrin B (SB), a dibenzo-
cyclooctadiene derivative isolated from Schisandra chinensis, increases
the expression and nuclear translocation of Nrf2 and downstream
target genes such as HO-1. SB inhibits the activation and nuclear ac-
cumulation of NF-kB by preventing IkBa degradation. Furthermore,
a causal role of the Nrf2/HO-1 pathway in the anti-inflammatory
SB effects observed was demonstrated by inhibiting Nrf2 and HO-1.
In both conditions, the anti-inflammatory effects of SB are abolished,
emphasizing the relevance of Nrf2 pathway activation in inflamma-
tion [106].
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5.2. Atherosclerosis

Chronic inflammatory processes may result in increased adhesion of
circulating monocytes to the injured endothelial layer. Some years ago,
it was demonstrated that the compound cinnamaldehyde suppresses
monocyte/endothelial cell interactions via downregulation of ICAM-1
and VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), through different
mechanisms that depend on the pre-treatment time of endothelial
cells. The compound blocks IkBa degradation and suppresses NF-x<B
pathway with short-time pre-treatment; with long time pre-treatment,
the compound induces Nrf2-related genes including HO-1. Thus, cinna-
maldehyde attenuates inflammation by increasing HO-1 expression
and suppressing NF-<B pathway [107].

Another compound, the novel cinnamate analog ethyl 3’, 4/, 5'-
trimethoxythionocinnamate (ETMTC), has a potential role as anti-
inflammatory and antioxidant natural derivative. ETMTC inhibits
ICAM-1, VCAM-1, and E-selectin, through NF-«<B pathway inhibition,
by preventing phosphorylation and degradation of IkBa, due to IkB ki-
nase activity inhibition. Additionally, its antioxidant role was demon-
strated, as it activated the Nrf2 signaling pathway and induced gene
expression of GCLM, HO-1, and NQOT1 in human bronchial epithelial
cells. These results strongly suggest a potential crosstalk mechanism be-
tween NF-kB and Nrf2 [108].

5.3. Diabetes

Streptozotocin-induced cytokine toxicity is prevented by sulpho-
raphane (SFN) treatment and genetic overexpression of Nrf2 in isolated
rat pancreatic islets and in RINmS5F cells (rat insulinoma cell line). SFN
induces expression of phase Il enzymes, enhancing Nrf2 nuclear translo-
cation and suppressing NF-<B signaling pathway. Downregulation of
pro-inflammatory enzymes is related with decreased IkBa phosphory-
lation and degradation [109].

54. Liver injury

Hepatocytes exposed to galactosamine (Gal) treatment develop
hepatotoxicity that is characterized by increased NF-<B nuclear translo-
cation, augmented expression of iNOS, TNF-«, IFN-y (Interferon-
gamma), and interleukin-(IL)-1p, IL-6, IL-12, and IL-18. The inflamma-
tory response contrasts with the diminution of Nrf2, NQO1, HO-1, and
GSTa expression. In this model, Mangiferin (xanthone glucoside) ad-
ministration promotes hepatoprotective effects, by activating Nrf2 sig-
naling and reducing the inflammatory response [110].

5.5. Acute lung injury

The ethanolic extract of Alismatis rhizome protects against severe in-
flammatory damage in lipopolysaccharide-induced acute lung injury in
mice and in a leukemic monocyte macrophage cell line (Raw 264.7 cell
lines), inducing the expression of Nrf2-dependent genes, with concom-
itant suppression of pro-inflammatory cytokine gene expression [111].
Other studies have investigated the effect of natural compounds against
acute lung injury and their effect on oxidative and inflammatory
response. In arecent report, alpha-lipoic acid (ALA) treatment protected
against acute lung injury in rats by attenuating pro-inflammatory cyto-
kine production, diminishing iNOS levels and NF-xB activity. Remarkably,
AILA also increased Nrf2 activation and enhanced HO-1 expression. The
authors conclude that the mechanism of protection against acute lung
injury could be mediated by HO-1 induction and by inhibiting the in-
flammatory response dependent on the NF-<B pathway [112]. In addi-
tion, pre-treatment with Dangkwisoo-san, a herbal medicine formula,
has shown beneficial effects in attenuating lung inflammation induced
by lipopolysaccharide. Dangkwisoo-san activates Nrf2 and downstream
target genes in RAW 264.7 cells and in inflamed mouse lungs. Besides,
the herbal medicine suppresses the transcriptional activity of NF-xB

in vitro and, in consequence, NF-kB-signaling dependent genes, like
TNF-a, IL-1PB, and IL-6 [113].

However, although increased Nrf2 activity has been related with
NF-kB downregulation, the mechanism underlying the interplay be-
tween both factors has not been elucidated. Recent reports suggest
that interactions between the transcription factors and activators
or inhibitory molecules, like CBP and HDAC3, may modify gene
expression and, therefore, determine cell fate under distinct
conditions [98,100,101].

5.6. Kidney disease

The crosstalk mechanism of Nrf2 and NF-kB has also become a cru-
cial target against chronic kidney disease (CKD), as its regulation may
produce attenuation of the pro-inflammatory cascade and enhance-
ment of the antioxidant response.

Recently, it was described that AST-120 (an oral sorbent) pro-
tects from indoxyl sulfate effects in proximal tubular cells and rat
kidney. Indoxyl sulfate is a uremic toxin that accelerates CKD pro-
gression in patients. Indoxyl sulfate activates NF-kB signaling and
downregulates Nrf2 expression, along with its downstream target
genes HO-1 and NQO-1. It is proposed that NF-kB activation mod-
ifies the Nrf2/ARE pathway by promoting p65/Keap1 interaction,
diminishing Nrf2 protein level through protein ubiquitination and
proteasomal-dependent degradation. Such effects are blocked by
AST-120, an NF-kB inhibitor and small interfering RNA specific to
NF-KB p65 [114].

5.7. Brain injury

Evidence of crosstalk pathways between Nrf2 and NF-xB had been
obtained in a rat model of brain ischemic injury by using octreotide (a
synthetic cyclic octapeptide). Octreotide protective effects included en-
hancement of SOD, HO-1, and Nrf2 expression and suppression of NF-<B
nuclear accumulation [115]. On the other hand, the influence of Nrf2 on
inflammatory response has been evaluated in cultured astrocytes from
wild type and Nrf2 —/— mice. Nrf2 depletion enhances the inflammato-
ry process through NF-kB activation and downstream overexpression of
TNF-, IL-1P, IL-6, and MMP9 (matrix metalloproteinase-9) [116]. A re-
cent report shows that cell damage in rat striatum from rats with
Parkinson's disease is due to an early-triggered kinase signaling compo-
nent and intense inflammatory response mediated by NF-kB activation
and concomitant Nrf2 signaling inhibition [117].

5.8. Cancer

The potential molecular mechanisms involved in NF-«B signaling
inhibition have been studied in a colon carcinoma human cell line
(HCT116) by using caffeic acid phenethyl ester (CAPE). CAPE blocked
NFKB activation by IkBa degradation and, consequently, p65 accumula-
tion in the nucleus. Moreover, this compound activates Nrf2 pathway
and its structural modification impairs its inhibitory effect on NF-B sig-
naling [118]. In this regard, the latter authors suggest that quinones
generated from the catechol moiety of CAPE may react with both the
sulfhydryl residues of Keap1 (the cytosolic repressor of Nrf2), activating
the transcription factor, and critical cysteine residues of IKK, inhibiting
its function and disrupting the IKK-IkBo-p65 pathway in HCT116
cells. As discussed below, the electrophilic property of CAPE is likely to
be implicated in Nrf2 activation [119].

6. Putative crosstalk mechanisms between Nrf2 and NF-kB

Information derived from a great number of experimental reports has
given rise to an emerging picture of putative crosstalk mechanisms be-
tween both transcription factors. NF-<B can unidirectionally antagonize
the transcriptional activity of Nrf2, as in p65-overexpressing cells it
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Proteosomal degradation
of Nrf2.

suppresses significantly ARE-dependent expression of HO-1, through se-
lective deprivation of CBP from Nrf2 by competitive interaction. In the
nucleus, p65 promotes recruitment of the co-repressor HDAC3 to ARE,
facilitating the interaction of HDAC3 with either CBP or Mafs, leading to
local histone hypoacetylation, blocking chromatin decondensation, and
suppressing Nrf2/ARE gene expression [100,98]. From the above, it is
clear that NF-kB activation induces intracellular events that concur
with Nrf2 suppression and vice versa [101] (Fig. 5).

7. Concluding remarks

Current information indicates that Nrf2 and NF-kB pathways share
common effectors and regulatory points. NF-kB pathway is inhibited
by several Nrf2 activators; however, the definitive mechanistic evidence
of Nrf2 regulatory role on NF-kB signaling is still missing. Conversely, re-
cent experimental evidence indicates that NF-xB may directly repress
Nrf2 signaling at the transcription level. This finding is an initial step
to unravel the complex interplay/crosstalk mechanisms between Nrf2
and NF-kB pathways, which could be promissory targets against the de-
velopment of several diseases, in which inflammation and oxidative
stress are main partners, like age-related diseases, cancer, diabetes, neu-
rodegenerative disorders, and cardiovascular diseases.

Acknowledgments

We appreciate the valuable comments of Dr. José Pedraza Chaverri
and Dr. Abel Santamaria. Mabel Buelna-Chontal was partially supported

INFLAMMATION

ANTIOXIDANT RESPONSE

Fig. 5. Crosstalk mechanisms between NF-<B and Nrf2. Blue arrows illustrate the NF-kB transcriptional activation and its putative interaction with Maf or other Nrf2 regulatory proteins.
Conversely, green arrows illustrate Nrf2 signaling activation and consequent NF-B pathway inhibition.

by the Doctoral Program in Biomedical Sciences, School of Medicine, Na-
tional Autonomous University of Mexico (UNAM), and a scholarship
from CONACYT. This work was partially supported by Grant 177527 to
CZ from the National Council of Science and Technology (CONACyT),
Mexico.

References

[1] AJ. Kowaltowski, N.C. de Souza-Pinto, R.F. Castilho, A.E. Vercesi, Free Radic. Biol.
Med. 47 (2009) 333-343, http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2009.05.004.

[2] AA. Starkov, Ann. N. Y. Acad. Sci. U. S. A. 1147 (2008) 37-52, http://dx.doi.org/
10.1196/annals.1427.015.

[3] AJ. Lambert, M.D. Brand, Biochem. J. 382 (2004) 511-517, http://dx.doi.org/
10.1042/BJ20040485.

[4] S. Dikalov, Free Radic. Biol. Med. 51 (7) (2011) 1289-1301, http://dx.doi.org/
10.1016/j.freeradbiomed.2011.06.033.

[5] S. Peglow, AH. Toledo, R. Anaya-Prado, F. Lopez-Neblina, LH. Toledo-Pereyra,
J. Hepatobiliary Pancreat. Sci. 18 (2011) 137-146, http://dx.doi.org/10.1007/
500534-010-0328-7.

[6] T. Miinzel, T. Gori, R.M. Bruno, S. Taddei, Eur. Heart ]. 31 (2010) 2741-2749,
http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehq396.

[7] J. Nordberg, E.SJ. Arnér, Free Radic. Biol. Med. 31 (11) (2001) 1287-1312.

[8] H.Jaeschke, ]. Invest. Surg. 16 (2003) 127-140.

[9] C. Cardillo, C.M. Kilcoyne, R.0. Cannon III, A.A. Quyyumi, J.A. Panza, Hypertension
30 (1997) 57-63, http://dx.doi.org/10.1161/01.HYP.30.1.57.

[10] Z.Tan, T. Dai, X. Zhong, Y. Tian, M.K. Leppo, W.D. Gao, Eur. J. Pharmacol. 621 (1-3)
(2009) 71-77, http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2009.08.033.

[11] H.E. Cingolani, J.A. Plastino, E.M. Escudero, B. Mangal, ]. Brown, N.G. Pérez, ]. Card.
Fail. 12 (7) (2006) 491-498, http://dx.doi.org/10.1016/j.cardfail.2006.05.005.

[12] LJ. Ignarro, RE. Byrns, G.M. Buga, K.S. Wood, Circ. Res. 61 (1987) 866-879, http://
dx.doi.org/10.1161/01.RES.61.6.866.

[13] R.M. Palmer, A.G. Ferrige, S. Moncada, Nature 327 (1987) 524-526, http://dx.doi.org/
10.1038/327524a0.


http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2009.05.004
http://dx.doi.org/10.1196/annals.1427.015
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20040485
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2011.06.033
http://dx.doi.org/10.1007/s00534-010-0328-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00534-010-0328-7
http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehq396
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0040
http://dx.doi.org/10.1161/�01.HYP.30.1.57
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2009.08.033
http://dx.doi.org/10.1016/j.cardfail.2006.05.005
http://dx.doi.org/10.1161/01.RES.61.6.866
http://dx.doi.org/10.1038/327524a0

2556 M. Buelna-Chontal, C. Zazueta / Cellular Signalling 25 (2013) 2548-2557

[14] ]J. Garthwaite, Eur. J. Neurosci. 27 (2008) 2783-2802, http://dx.doi.org/10.1111/
j.1460-9568.2008.06285.X.

[15] H. Bult, G.E. Boeckxstaens, P.A. Pelckmans, F.H. Jordaens, Y.M. Van Maercke, A.G.
Herman, Nature 345 (1990) 346-347, http://dx.doi.org/10.1038/345346a0.

[16] E.M. Schuman, D.V. Madison, Science 254 (1991) 1503-1506.

[17] D.D. Rees, RM.J. Palmer, S. Moncada, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 86 (9) (1989)
3375-3378.

[18] R.M. Rapoport, M.B. Draznin, F. Murad, Nature 306 (1983) 174-176.

[19] U. Forstermann, A. Miilsch, E. Bohme, R. Busse, Circ. Res. 58 (1986) 531-538,
http://dx.doi.org/10.1161/01.RES.58.4.531.

[20] B.V. Khan, D.G. Harrison, M.T. Olbrych, RW. Alexander, R M. Medford, Proc. Natl.
Acad. Sci. US.A. 93 (1996) 9114-9119.

[21] K. Pantopoulos, M.W. Hentze, Proc. Natl. Acad. Sci. US.A. 92 (1995) 1267-1271.

[22] X.B.Liu, P. Hill, D.J. Haile, Blood Cells Mol. Dis. 29 (2002) 315-326, http://dx.doi.org/
10.1006/bcmd.2002.0572.

[23] U. Forstermann, W.C. Sessa, Eur. Heart ]. 33 (2012) 829-837, http://dx.doi.org/
10.1093/eurheartj/ehr304.

[24] N. Pozdnyakov, A. Lloyd, V.N. Reddy, A. Sitaramayya, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 192 (1993) 610-615.

[25] B. Briine, S. Dimmeler, L. Molina y Vedia, E.G. Lapetina, Life Sci. 54 (1994) 61-70,
http://dx.doi.org/10.1016/0024-3205(94)00775-6.

[26] J. Vitetek, A. Lojek, G. Valacchi, L. Kubala, Mediators Inflamm. 2012 (2012) 1-22,
http://dx.doi.org/10.1155/2012/318087.

[27] C.Villanueva, C. Giulivi, Free Radic. Biol. Med. 49 (3) (2010) 307-316, http://dx.doi.org/
10.1016/j.freeradbiomed.2010.04.004.

[28] A.Daiber, S. Daub, M. Bachschmid, S. Schildknecht, M. Oelze, S. Steven, P. Schmidt,
A. Megner, M. Wada, T. Tanabe, T. Mnzel, S. Bottari, V. Ullrich, Int. J. Mol. Sci. 14
(2013) 7542-7570, http://dx.doi.org/10.3390/ijms14047542.

[29] C.Y.Kim, C. Lee, G.H. Park, J.H. Jang, Arch. Pharm. Res. 32 (6) (2009) 869-881,
http://dx.doi.org/10.1007/s12272-009-1609-z.

[30] W. Chen, H. Zhu, Z. Jia, ]. Li, HP. Misra, K. Zhou, Y. Li, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 390 (2009) 142-147, http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.09.083.

[31] E. Schneider, D. Clark, Biosens. Bioelectron. 39 (2013) 1-13, http://dx.doi.org/
10.1016/j.bi0s.2012.05.043.

[32] . Sridhar, J. Liu, M. Foroozesh, C.LK. Stevens, Molecules 17 (2012) 9283-9305,
http://dx.doi.org/10.3390/molecules17089283.

[33] S. Puntarulo, A. Cederbaum, Free Radic. Biol. Med. 24 (7/8) (1998) 1324-1330,
http://dx.doi.org/10.1016/S0891-5849(97)00463-2.

[34] A.Montezano, R. Touyz, Ann. Med. 44 (Suppl. 1) (2012) S2-S16, http://dx.doi.org/
10.3109/07853890.2011.653393.

[35] S. Dikalov, A.E. Dikalova, A.T. Bikineyeva, H. Schmidt, G. Harrison, K. Griendling,
Free Radic. Biol. Med. 45 (9) (2008) 1340-1351(doi: 0.1016/j.freeradbiomed.
2008.08.013).

[36] P.A.Krijnen, C. Meischl, C.E. Hack, CJ. Meijer, C.A. Visser, D. Roos, H.W. Niessen, J. Clin.
Pathol. 56 (3) (2003) 194-199, http://dx.doi.org/10.1136/jcp.56.3.194.

[37] J.D.Lambeth, Nature 4 (2004) 181-189, http://dx.doi.org/10.1038/nri1312.

[38] S. Hernandez-Reséndiz, M. Buelna-Chontal, F. Correa, C. Zazueta, in: Volodymyr
Lushchak (Ed.), InTech, ISBN: 978-953-51-0552-7, 2012, http://dx.doi.org/10.5772/
35005, (Available from: http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-
and-diseases/oxidative-stress-and-mitochondrial-dysfunction-in-cardiovascular-
diseases).

[39] M. Davies, Biochim. Biophys. Acta 1703 (2005) 93-109, http://dx.doi.org/10.1016/
j.bbapap.2004.08.007.

[40] M. Gutowski, S. Kowalczyk, Acta Biochim. Pol. 60 (1) (2013) 1-16.

[41] S.I. Liochev, Free Radic. Biol. Med. 60 (2013) 1-4, http://dx.doi.org/10.1016/
jfreeradbiomed.2013.02.011.

[42] ]J.E. Klaunig, L.M. Kamendulis, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 44 (2004) 239-267,
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.pharmtox.44.101802.121851.

[43] S. Schaffer, C. Jong, M. Mozaffari, Vasc. Pharmacol. 57 (2012) 139-149, http://
dx.doi.org/10.1016/j.vph.2012.03.005.

[44] JK. Andersen, Nat. Med. 10 (2004) S18-S25, http://dx.doi.org/10.1038/nrn1434
(Suppl.).

[45] R.P.Brandes, N. Weissmann, K. Schoder, Free Radic. Biol. Med. 49 (2010) 687-706,
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.04.030.

[46] CR.Malfatti, L.T. Burgos, A. Rieger, C.L. Riidger, J.A. TGrmina, R.A. Pereira, ].L. Pavlak,
L.A. Silva, R. Osiecki, Sci. World J. 2012 (2012) 348246, http://dx.doi.org/10.1100/
2012/348246.

[47] S.de M.Bandeira, G. daS. Guedes, L]. da Fonseca, AS. Pires, D.P. Gelain, ].C. Moreira,
L.A. Rabelo, S.M. Vasconcelos, M.O. Goulart, Oxid. Med. Cell. Longev. 2012 (2012)
819310, http://dx.doi.org/10.1155/2012/819310.

[48] V.Benedusi, F. Martorana, L. Brambilla, A. Maggi, D. Rossi, . Biol. Chem. 287 (2012)
35899-35911, http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.366419.

[49] FJ. Miana-Mena, C. Gonzalez-Mingot, P. Larrodé, MJ. Mufoz, S. Olivan, L.
Fuentes-Broto, E. Martinez-Ballarin, RJ. Reiter, R. Osta, ]J. Garcia, J. Neurol. 258
(2011) 762-769, http://dx.doi.org/10.1007/s00415-010-5825-8.

[50] R. Roy, S. Bagchi, P. Raychaudhuri, Int. J. Mol. Sci. 13 (9) (2012) 11012-11026,
http://dx.doi.org/10.3390/ijms130911012.

[51] K.Maiellaro-Rafferty, D. Weiss, G. Joseph, W. Wan, R.L. Gleason, W.R. Taylor, Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol. 301 (2) (2011) H355-H362, http://dx.doi.org/10.1152/
ajpheart.00040.2011.

[52] S. Usui, B.C. Oveson, T. Iwase, L. Lu, S.Y. Lee, Y.J. Jo, Z. Wu, E.Y. Choi, R.J. Samulski,
P.A. Campochiaro, Free Radic. Biol. Med. 51 (7) (2011) 1347-1354, http://
dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2011.06.010.

[53] Y. Li, T.T. Huang, EJ. Carlson, S. Melov, P.C. Ursell, J.L. Olson, LJ. Noble, M.P.
Yoshimura, C. Berger, P.H. Chan, D.C. Wallace, CJ. Epstein, Nat. Genet. 11 (1995)
376-381, http://dx.doi.org/10.1038/ng1295-376.

[54] K. Murakami, N. Murata, Y. Noda, S. Tahara, T. Kaneko, N. Kinoshita, H. Hatsuta, S.
Murayama, KJ. Barnham, K. Irie, T. Shirasawa, T. Shimizu, J. Biol. Chem. 286 (52)
(2011) 44557-44568, http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.279208.

[55] C.C. Winterbourn, M.B. Hampton, Free Radic. Biol. Med. 45 (2008) 549-561, http://
dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2008.05.004.

[56] C. Spickett, A. Pitt, Amino Acids 42 (1) (2012) 5-21, http://dx.doi.org/10.1007/
s00726-010-0585-4.

[57] H.Forman, J. Fukuto, T. Miller, H. Zhang, A. Rinna, S. Levy, Arch. Biochem. Biophys.
477 (2) (2008) 183-195, http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2008.06.011.

[58] A. Corcoran, T. Cotter, FEBS ]. 280 (9) (2013) 1944-1965, http://dx.doi.org/
10.1111/febs.12224.

[59] J.Kwon, S.R. Lee, KS. Yang, Y. Ahn, Y. Kim, E. Stadtman, S. Rhee, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 101 (2004) 16419-16424, http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0407396101.

[60] F.Ho, W. Tsang, S. Kong, T. Kwok, Biochem. Biophys. Res. Commun. 345 (3) (2006)
1131-1137, http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2006.04.178.

[61] P.Mungai, G. Waypa, A. Jairaman, M. Prakriya, D. Dokic, M. Ball, P. Schumacker, Mol.
Cell Biol. 31 (2011) 3531-3545, http://dx.doi.org/10.1128/MCB.05124-11.

[62] Y. Chai, Y.F. Lin, Am. J. Physiol. Cell Physiol. 298 (2010) C875-C892, http://
dx.doi.org/10.1152/ajpcell.00196.2009.

[63] Y. Chai, D.M. Zhang, Y.F. Lin, PLoS One 6 (2011) e18191, http://dx.doi.org/10.1371/
journal.pone.0018191.

[64] 1. Rahman, J. Marwick, P. Kirkham, Biochem. Pharmacol. 68 (6) (2004) 1255-1267,
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2004.05.042.

[65] N. Bryan, H. Ahswin, N. Smart, Y. Bayon, S. Wohlert, J.A. Hunt, Eur. Cell. Mater. 24
(2012) 249-265.

[66] K. Iwai, Trends Cell Biol. 22 (2012) 355-364, http://dx.doi.org/10.1016/j.tcb.
2012.04.001.

[67] S. Ghosh, M. Hayden, Nat. Rev. Immunol. 8 (2008) 837-848, http://dx.doi.org/
10.1038/nri2423.

[68] A.Isrdel, Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2 (3) (2010) a000158, http://dx.doi.org/
10.1101/cshperspect.a000158.

[69] G. de Leon-Boenig, K. Bowman, . Feng, T. Crawford, C. Everett, Y. Franke, A. Oh, M.
Stanley, S. Staben, M. Starovasnik, H. Wallweber, ]J. Wu, L. Wu, A. Johnson, S.
Hymowitz, Structure 20 (10) (2012) 1704-1714, http://dx.doi.org/10.1016/
j-bbapap.2004.08.007.

[70] S.Lee, Z. Toth, LY. Wong, K. Brulois, J. Nguyen, ].Y. Lee, E. Zandj, ]. Jung, AmBio 3 (6)
(2011) e00411-e00412, http://dx.doi.org/10.1128/mBi0.00411-12.

[71] H.Hu, G.C. Brittain, J.H. Chang, N. Puebla-Osorio, J. Jin, A. Zal, Y. Xiao, X. Cheng, M.
Chang, Y.X. Fu, T. Zal, C. Zhu, S.C. Sun, Nature 494 (7437) (2013) 371-374, http://
dx.doi.org/10.1038/nature11831.

[72] N. Soysa, N. Alles, Biochem. Biophys. Res. Commun. 378 (2009) 1-5, http://
dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2008.10.146.

[73] B. Razani, A. Reichardt, G. Cheng, Immunol. Rev. 244 (2011) 44-54, http://
dx.doi.org/10.1111/j.1600-065X.2011.01059.x.

[74] D. Malhotra, E. Portales-Casamar, A. Singh, S. Srivastava, D. Arenillas, C. Happel, C.
Shyr, N. Wakabayashi, T. Kensler, W. Wasserman, S. Biswal, Nucleic Acids Res. 38
(17) (2010) 5718-5734, http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkq212.

[75] Y. Hirotsu, F. Katsuoka, R. Funayama, et al., Nucleic Acids Res. 40 (20) (2012)
10228-10239, http://dx.doi.org/10.1093/nar/gks827.

[76] RK. Thimmulappa, K.H. Mai, S. Srisuma, T.W. Kensler, M. Yamamoto, S. Biswal,
Cancer Res. 62 (18) (2002) 5196-5203.

[77] M.O. Leonard, N.E. Kieran, K. Howell, MJ. Burne, R. Varadarajan, S.
Dhakshinamoorthy, A.G. Porter, C. O'Farrelly, H. Rabb, C.T. Taylor, FASEB ]. 79
(20) (2006) 1944-1955, http://dx.doi.org/10.1096/fj.06-5097fje.

[78] J. Lee, J. Hanson, W. Chu, ]. Johnson, J. Biol. Chem. 276 (23) (2001) 20011-20016,
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M100734200.

[79] B.Chorley, M. Campbell, X. Wang, M. Karaca, D. Sambandan, F. Bangura, P. Xue, J. Pi,
S.R. Kleeberger, D.A. Bell, Nucleic Acids Res. 40 (15) (2012) 7416-7429, http://
dx.doi.org/10.1093/nar/gks409.

[80] T. Ishii, K. Itoh, S. Takahashi, H. Sato, T. Yanagawa, Y. Katoh, S. Bannai, M.
Yamamoto, ]. Biol. Chem. 275 (21) (2000) 16023-16029, http://dx.doi.org/
10.1074/jbc.275.21.16023.

[81] J. Alam, D. Stewart, C. Touchard, S. Boinapally, A. Choi, ]. Cook, ]. Biol. Chem. 274
(37) (1999) 26071-26078, http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.37.26071.

[82] S. Chanas, Q. Jiang, M. McMahon, G. McWalter, L. McLellan, C.R. Elcombe, CJ.
Henderson, C.R. Wolf, GJ. Moffat, K. Itoh, M. Yamamoto, ].D. Hayes, Biochem. ].
365 (Pt 2) (2002) 405-416, http://dx.doi.org/10.1042/B]2002/0320.

[83] E.Y. Park, H.M. Rho, Mol. Cell. Biochem. 240 (1-2) (2002) 47-55.

[84] H.K Bryan, A. Olayanju, C.E. Goldring, BK. Park, Biochem. Pharmacol. 85 (2013)
705-717, http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2012.11.016.

[85] W. Li, AN. Kong, Mol. Carcinog. 48 (2) (2009) 91-104, http://dx.doi.org/
10.1002/mc.20465.

[86] A. Eggler, E. Small, M. Hannink, A. Mesecar, Biochem. J. 422 (1) (2009) 171-180,
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20090471.

[87] K.Takaya, T. Suzuki, H. Motohashi, K. Onodera, S. Satomi, T. Kensler, M. Yamamoto,
Free Radic. Biol. Med. 53 (2012) 817-827, http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.
2012.06.023.

[88] L. Zipper, R. Mulcahy, Biochem. Biophys. Res. Commun. 278 (2000) 484-492, http:
//dx.doi.org/10.1006/bbrc.2000.3830.

[89] G. Shen, V. Hebbar, S. Nair, C. Xu, W. Li, W. Lin, Y.-S. Keum, J. Han, M. Gallo, A.-N.T.
Kong, J. Biol. Chem. 279 (2004) 23052-23060, http://dx.doi.org/10.1074/
jbc.M401368200.

[90] M. Jin, A. Kumar, S. Kumar, PLoS One 7 (2012) e35505, http://dx.doi.org/
10.1371/journal.pone.0035505.

[91] C.Deng, Z. Sun, G. Tong, W. Yi, L. Ma, B. Zhao, L. Cheng, J. Zhang, F. Cao, D. Yi, PLoS
One 8 (3) (2013) e58371, http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0058371.


http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.2008.06285.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.2008.06285.x
http://dx.doi.org/10.1038/345346a0
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0090
http://dx.doi.org/10.1161/01.RES.58.4.531
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0105
http://dx.doi.org/10.1006/bcmd.2002.0572
http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehr304
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0120
http://dx.doi.org/10.1016/0024-3205(94)00775-6
http://dx.doi.org/10.1155/2012/318087
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.04.004
http://dx.doi.org/10.3390/ijms14047542
http://dx.doi.org/10.1007/s12272-009-1609-z
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.09.083
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2012.05.043
http://dx.doi.org/10.3390/molecules17089283
http://dx.doi.org/10.1016/S0891-5849(97)00463-2
http://dx.doi.org/10.3109/07853890.2011.653393
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0570
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0570
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0570
http://dx.doi.org/10.1136/jcp.56.3.194
http://dx.doi.org/10.1038/nri1312
http://dx.doi.org/10.5772/35005
http://dx.doi.org/10.5772/35005
http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-diseases/oxidative-stress-and-mitochondrial-dysfunction-in-cardiovascular-diseases
http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-diseases/oxidative-stress-and-mitochondrial-dysfunction-in-cardiovascular-diseases
http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-diseases/oxidative-stress-and-mitochondrial-dysfunction-in-cardiovascular-diseases
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2004.08.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2004.08.007
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0190
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.02.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.02.011
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.pharmtox.44.101802.121851
http://dx.doi.org/10.1016/j.vph.2012.03.005
http://dx.doi.org/10.1038/nrn1434
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.04.030
http://dx.doi.org/10.1100/2012/348246
http://dx.doi.org/10.1100/2012/348246
http://dx.doi.org/10.1155/2012/819310
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M112.366419
http://dx.doi.org/10.1007/s00415-010-5825-8
http://dx.doi.org/10.3390/ijms130911012
http://dx.doi.org/10.1152/ajpheart.00040.2011
http://dx.doi.org/10.1152/ajpheart.00040.2011
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2011.06.010
http://dx.doi.org/10.1038/ng1295-376
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.279208
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2008.05.004
http://dx.doi.org/10.1007/s00726-010-0585-4
http://dx.doi.org/10.1007/s00726-010-0585-4
http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2008.06.011
http://dx.doi.org/10.1111/febs.12224
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0407396101
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2006.04.178
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.05124-11
http://dx.doi.org/10.1152/ajpcell.00196.2009
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0018191
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0018191
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2004.05.042
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0310
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0310
http://dx.doi.org/10.1016/j.tcb.2012.04.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.tcb.2012.04.001
http://dx.doi.org/10.1038/nri2423
http://dx.doi.org/10.1101/cshperspect.a000158
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2004.08.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2004.08.007
http://dx.doi.org/10.1128/mBio.00411-12
http://dx.doi.org/10.1038/nature11831
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2008.10.146
http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-065X.2011.01059.x
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkq212
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gks827
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0355
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0355
http://dx.doi.org/10.1096/fj.06-5097fje
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M100734200
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gks409
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.275.21.16023
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.274.37.26071
http://dx.doi.org/10.1042/BJ2002/0320
http://refhub.elsevier.com/S0898-6568(13)00242-8/rf0390
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2012.11.016
http://dx.doi.org/10.1002/mc.20465
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20090471
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.06.023
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.06.023
http://dx.doi.org/10.1006/bbrc.2000.3830
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M401368200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M401368200
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0035505
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0058371

M. Buelna-Chontal, C. Zazueta / Cellular Signalling 25 (2013) 2548-2557 2557

[92] S. Niture, R. Khatri, A. Jaiswal, Free Radic. Biol. Med. (2013), http://dx.doi.org/
10.1016/j.freeradbiomed.2013.02.008(in press).
[93] CY. Tsai, C.C. Wang, T.Y. Lai, H.N. Tsu, CH. Wang, H.Y. Liang, W.W. Kuo, Int. ].
Cardiol. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.ijcard.2012.12.004(in press).
[94] H.C. Huang, T. Nguyen, C. Pickett, J. Biol. Chem. 277 (2002) 42769-42774, http://
dx.doi.org/10.1074/jbc.M206911200.
[95] S. Niture, A. Jain, A. Jaiswal, ]. Cell Sci. 122 (2009) 4452-4464, http://dx.doi.org/
10.1242/jcs.058537.
[96] L. Baird, A. Dinkova-Kostova, Arch. Toxicol. 85 (2011) 241-272, http://dx.doi.org/
10.1007/s00204-011-0674-5.
[97] M. Zhu, W. Fahl, Biochem. Biophys. Res. Commun. 289 (2001) 212-219, http://
dx.doi.org/10.1006/bbrc.2001.5944.
[98] Z. Sun, Z. Huang, D. Zhang, PLoS One 4 (2009) e6588, http://dx.doi.org/
10.1371/journal.pone.0006588.
[99] S.Ki,I. Cho, D. Choi, S. Kim, Mol. Cell. Biol. 25 (2005) 4150-4165, http://dx.doi.org/
10.1128/MCB.25.10.4150-4165.2005.
[100] G.H. Liy, J. Qu, X. Shen, BBA 1783 (2008) 713-727, http://dx.doi.org/10.1016/
j.bbamcr.2008.01.002.
[101] I Bellezza, A.L. Mierla, A. Minelli, Cancer 2 (2010) 483-497, http://dx.doi.org/
10.1002/ijc.24347.
[102] F. Correa, M. Buelna-Chontal, S. Hernandez-Reséndiz, W. R Garcia-Nifio, F. ] Roldan,
V. Soto, A. Silva-Palacios, A. Amador, ]. Pedraza-Chaverri, E. Tapia, C. Zazueta, Free
Radic. Biol. Med. 61C (2013) 119-129, http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.
2013.03.017.
[103] W.Li, T. Khor, C. Xu, G. Shen, W.S. Jeong, S. Yu, A.N. Kong, Biochem. Pharmacol. 76
(2008) 1485-1489, http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2008.07.017.
[104] A. Minelli, S. Grottelli, A. Mierla, F. Pinnen, I. Cacciatore, 1. Bellezza, Int. J. Biochem.
Cell Biol. 44 (2012) 525-535, http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2011.12.006.
[105] 1. Paur, T. Balstad, R. Blomhoff, Free Radic. Biol. Med. 48 (2010) 1218-1227, http://
dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.02.005.
[106] R.Checker, R. Patwardhan, D. Sharma, J. Menon, M. Thoh, H. Bhilwade, T. Konishi, S.
Sandur, Free Radic. Biol. Med. 53 (2012) 1421-1430, http://dx.doi.org/10.1016/
jfreeradbiomed.2012.08.006.

[107] B.C.Liao, C.W. Hsieh, Y.C. Liu, T.T. Tzeng, Y.W. Sun, B.S. Wung, Toxicol. Appl.
Pharmacol. 229 (2008) 161-171, http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2008.
01.021.

[108] S. Kumar, B. Singh, A. Prasad, V. Parmar, S. Biswal, B. Ghosh, Eur. ]. Pharmacol. 700
(2013) 32-41, http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2012.12.004.

[109] M.Y. Song, EK. Kim, W.S. Moon, JW. Park, HJ. Kim, H.S. So, R. Park, K.B. Kwon, B.H.
Park, Toxicol. Appl. Pharmacol. 235 (2009) 57-67, http://dx.doi.org/10.1016/
jtaap.2008.11.007.

[110] J. Das, J. Ghosh, A. Roy, P.C. Sil, Toxicol. Appl. Pharmacol. 2602 (1) (2012) 35-47,
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2012.01.015.

[111] C.Han, M. Kwun, K. Kim, J.Y. Choi, S.R. Oh, S. Ahn, J. Lee, M. Joo, J. Ethnopharmacol.
146 (2013) 402-410, http://dx.doi.org/10.1016/j,jep.2013.01.010.

[112] Y.C. Lin, Y.S. Lai, T.C. Chou, Evid. Based Complement. Alternat. Med. 229 (2013)
161-171, http://dx.doi.org/10.1155/2013/590363.

[113] J.Lyu, K. Kim, H. Kim, S.-I. Cho, K.-T. Ha, ].-Y. Choi, C. Han, H.-S. Jeong, H.-K. Lee, K.-S.
Ahn, S.-R. Oh, R. Sadikot, J. Christman, M. Joo, J. Ethnopharmacol. 140 (1) (2012)
107-116, http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2011.12.043.

[114] D. Bolati, H. Shimizu, M. Yisireyili, F. Nishijima, T. Niwa, BMC Nephrol. 14 (2013)
56, http://dx.doi.org/10.1186/1471-2369-14-56.

[115] L. Chen, L. Wang, X. Zhang, L. Cui, Y. Xing, L. Dong, Z. Liy, Y. Li, X. Zhang, C. Wang, X.
Bai, J. Zhang, L. Zhang, X. Zhao, Brain Res. 1475 (2012) 80-87, http://dx.doi.org/
10.1016/j.brainres.2012.07.052.

[116] H. Pan, H. Wang, X. Wang, L. Zhu, L. Mao, Mediators Inflamm. (2012) 217580,
http://dx.doi.org/10.1155/2012/217580.

[117] ]J. Tobén-Velasco, J. Limén-Pacheco, M. Orozco-lbarra, M. Macias-Silva, G.
Vazquez-Victorio, E. Cuevas, S. Ali, A. Cuadrado, ]. Pedraza-Chaverri, A.
Santamaria, Toxicology 304 (2013) 109-119, http://dx.doi.org/10.1016/
j.tox.2012.12.011.

[118] Y. Lee, D.-H. Shin, J.-H. Kim, S. Hong, D. Choi, Y.-]. Kim, M.-K. Kwak, Y. Jung,
Eur. J. Pharmacol. 643 (2010) 21-28, http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2010.
06.016.

[119] E.Balogun, M. Hoque, P. Gong, E. Killeen, C. Green, R. Foresti, ]. Alam, R. Motterlini,
Biochem. J. 371 (2003) 887-895, http://dx.doi.org/10.1042/BJ20021619.


http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.02.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijcard.2012.12.004
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M206911200
http://dx.doi.org/10.1242/jcs.058537
http://dx.doi.org/10.1007/s00204-011-0674-5
http://dx.doi.org/10.1006/bbrc.2001.5944
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0006588
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.25.10.4150-4165.2005
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2008.01.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2008.01.002
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.24347
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.03.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.03.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2008.07.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2011.12.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2008.01.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2008.01.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2012.12.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2008.11.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2008.11.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2012.01.015
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2013.01.010
http://dx.doi.org/10.1155/2013/590363
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2011.12.043
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2369-14-56
http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2012.07.052
http://dx.doi.org/10.1155/2012/217580
http://dx.doi.org/10.1016/j.tox.2012.12.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.tox.2012.12.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2010.06.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2010.06.016
http://dx.doi.org/10.1042/BJ20021619

	Portada
	Contenido
	1. Resumen
	2. Introducción General
	3. Antecedentes
	4. Planteamiento del Problema   5. Hipótesis
	6. Objetivo General   7. Metodología
	8. Análisis Estadístico
	9. Resultados
	10. Discusión
	11. Consideraciones Adicionales
	12. Conclusiones
	13. Perspectivas   14. Referencias
	Anexos

