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RESUMEN 

 
 
 
La isoliquiritigenina (IsoLQ) pertenece a la familia de flavonoides y se ha caracterizado 
como parte de los compuestos bioactivos de regaliz, una de las hierbas medicinales 
más populares en la medicina China tradicional; presenta diversas actividades 
biológicas incluyendo propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Por otro lado, el 
cisplatino es un agente antineoplásico ampliamente utilizado en el tratamiento de 
tumores sólidos, sin embargo, su uso está limitado por su efecto nefrotóxico. Su 
mecanismo de acción se ha asociado  con el aumento de especies reactivas de oxígeno 
(ERO), disminución del sistema antioxidante celular, inflamación y en consecuencia 
muerte celular por apoptosis y necrosis. Por lo tanto, en este proyecto se plantea evaluar 
el efecto de la IsoLQ sobre la muerte celular inducida por cisplatino en células epiteliales 
renales de túbulo proximal LLC-PK1. El pretratamiento  de 24 h con 25 µM de IsoLQ 
atenuó la disminución de la viabilidad y el aumento de caspasa 3 escindida ocasionada 
por cisplatino. Uno de los posibles mecanismos que explican este efecto es la inducción 
de enzimas antioxidantes que metabolizan ERO y moléculas pro-oxidantes. En este 
estudio se observó que la IsoLQ induce un aumento del nivel de hemo-oxigenasa 1(HO-
1) y superóxido dismutasa 1 (SOD-1), que participan en la degradación del grupo hemo 
y dismutación del radical anión superóxido, respectivamente. La inducción de estas 
enzimas puede estar mediado por la translocación del factor 2 relacionado con el factor 
nuclear eritroide 2 (Nrf2) al núcleo, ya que se observó un aumento de esta proteína a 
las 4 h de tratamiento. El compuesto mesoporfirina dicloruro de estaño (SnMP) un 
inhibidor de la actividad enzimática de la HO-1 bloqueo el efecto citoprotector de la 
IsoLQ; esto sugiere que esta proteína en parte media este efecto. Por otro lado el uso 
de antioxidantes en terapias contra el cáncer es controversial, debido a su capacidad 
de inducir el sistema antioxidante de la célula y en consecuencia disminuir la producción 
de ERO causada por fármacos antineoplásicos, mecanismo que ha sido asociado a su 
efecto citotóxico en células tumorales. En este estudio se determinó que la IsoLQ 
disminuye la viabilidad de las células de carcinoma de vejiga (HTB4) y exacerba el daño 
ocasionado por cisplatino. En conclusión la IsoLQ tiene un efecto citoprotector contra la 
nefrotoxicidad inducida por cisplatino en las células LLCPK1 sin interferir con su 
actividad antineoplásica en la línea tumoral HTB4. 
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1. ANTECEDENTES 

 

 

 

1.1 Cisplatino 

 
El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino) es un compuesto inorgánico de coordinación 
ampliamente utilizado por su efecto anticancerígeno, aprobado por la agencia de Alimentos 
y medicamentos de Estados Unidos  en 1978 (Kelland 2007). Se ha utilizado sólo o en 
combinación con otros tipo de terapias, como la cirugía y la radioterapia en el tratamiento 
de pacientes con cáncer de vejiga, cáncer cervical avanzado, de testículo, ovario, pulmón, 
esófago, entre otros (Curran 2002; Hanigan & Devarajan 2003; Langerak & Dreisbach 
2001). Sin embargo, su uso ha sido limitado debido a sus efectos secundarios como agente 
supresor de la médula, neurotóxico, anafiláctico, ototóxico y principalmente por su efecto 
nefrotóxico (Arany & Safirstein 2003; Lebwohl & Canetta 1998; Ozkok & Edelstein 2014; 
Williams & Whitehouse 1979). El riñón es el principal órgano encargado de su eliminación 
y su concentración llega a ser 5 veces más alta que en suero sanguíneo, debido a procesos 
de acumulación en la corteza renal (Bajorin et al., 1986; Kuhlmann et al., 1997; Rosenberg 
1985). Entre el 20 y 35% de los pacientes tratados con una sola dosis de cisplatino han 
presentado disfunción renal (Ozkok & Edelstein 2014); proceso que puede llegar a reducirse 
con la disminución de la dosis, no obstante su efecto antineoplásico se ve comprometido 
por esta limitante  (Hanigan & Devarajan 2003). 
 

  

1.1.1 Modo de acción antineoplásico 

 
La actividad antineoplásica de cisplatino está dada principalmente por su capacidad de 
formar enlaces covalentes con el ácido desoxirribonucleico (ADN). Este fármaco ingresa a 
las células por el transportador dependiente de cobre (Ctr1) (Ishida et al., 2002) y/o 
transportador de cationes orgánicos (Oct1/2) (Ciarimboli et al., 2005). En el medio 
intracelular los ligandos cloruro son reemplazados por agua, formando especies cargadas 
positivamente que al interaccionar con el ADN producen aductos que distorsionan la doble 
hélice e impiden el proceso de replicación y transcripción (Figura 1) (Jamieson & Lippard 
1999; Kelland 2007). Entre las proteínas involucradas en la detección de DNA dañado, se 
encuentra la  cinasa  ATR que activa proteínas involucradas en el arresto del ciclo celular, 
reparación de ADN y apoptosis; otras proteínas asociadas a estos procesos son p53, p73 
y proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Siddik 2003), implicadas también en 
control de crecimiento, diferenciación celular y estrés oxidativo. 
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Otros posibles blancos del cisplatino dentro de la célula como una molécula altamente 
electrofílica pueden ser el ADN mitocondrial, el ácido ribonucleico (ARN), proteínas y 
fosfolípidos. La modificación de estas moléculas están asociadas con la toxicidad de este 
fármaco en células renales (Guinaim dos Santos et al., 2012; Olivero et al., 1997). 
 

 
 
Figura 1. Esquema reacción del cisplatino con el ADN al interior de las células. El 
platino forma un enlace con el N7 del anillo imidazol de guanina y en menor proporción de 
adenina, formando enlaces entre bases adyacentes de la misma hebra (enlaces 
intracatenarios) o en entre bases ubicadas en hebras opuestas (intercatenarios)(Kelland 
2007) 
 
 
1.1.2 Daño renal  

 
El riñón es el principal órgano del cuerpo encargado de la regulación del medio interno del 
organismo; a través de procesos de filtración, reabsorción y secreción, mantiene el 
equilibrio ácido-base e hidroeléctrico de éste (Fuentes et al., 1998). Se encarga también del 
metabolismo y excreción de xenobióticos, razón por la que es vulnerable a sufrir lesiones 
que pueden desencadenar insuficiencia renal (Perazella 2009). 
 
La susceptibilidad de este órgano a varios agentes pueden ser atribuidos a las siguientes 
propiedades (Bhadauria & Agrawal 2012; Perazella 2009):  
 

1. Recibe aproximadamente entre el 20-25% de la sangre arterial bombeada por el 
corazón durante la sístole, asegurando la entrada de altos niveles del agente tóxico. 

2. Su capacidad de reabsorción por transporte facilitado promueve el ingreso de 
compuestos tóxicos al interior de la célula. 

3. Su capacidad de concentración urinaria conlleva a un incremento localizado del 
agente tóxico. 
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4. La biotransformación enzimática de xenobióticos y compuestos endógenos generan 
intermediarios reactivos, vía citocromo P450 y/o formación de conjugados con 
glutatión. 

5. La alta tasa metabólica requerida para el transporte activo de varios solutos vía 
bomba de sodio y potasio (células asa de Henle) genera un ambiente hipóxico que 
incrementa la sensibilidad de las células renales ante sustancias exógenas. 

 
La pérdida rápida de función renal implica un incremento del riesgo de muerte entre el 10 y 
15% respecto a pacientes que no presentan lesión aguda renal, con una tasa de mortalidad 
del 50% (Chertow et al., 1998; Ramesh & Reeves 2004). Se ha informado que la 
nefrotoxicidad por fármacos contribuye con un 19% de casos de hospitalización por lesión 
aguda renal (Uchino et al., 2005). El cisplatino ocasiona daño renal gradual que se 
caracteriza por un decrecimiento entre el 20-40% de la tasa de filtración glomerular, 
aumento de creatinina y nitrógeno ureico en sangre (BUN) y  reducción de potasio y 
magnesio en suero sanguíneo (Arunkumar et al., 2012; Kintzel 2001; Sung et al., 2008; 
Uozumi & Litterst 1985). Esto se debe a que el cisplatino afecta principalmente células de 
túbulo proximal (Daugaard 1990; Gonzales-Vitale et al., 1977; Kröning et al., 1999), que  
expresan en mayor proporción transportadores específicos Oct2 en la membrana 
basolateral (Ludwig et al., 2004; Yonezawa et al., 2005). Se ha demostrado que ratones 
knockout Oct 1/2 tratados con cisplatino presentaron una acumulación leve de este fármaco 
y menor grado de nefrotoxicidad comparados con ratones que expresan el transportador 
(Ciarimboli et al., 2010). Por otro lado la inhibición de éste con cimetidina (Ciarimboli et al., 
2005) e imatinib (Tanihara et al., 2009) previenen la apoptosis inducida por cisplatino, ya 
que disminuyen su acumulación en el medio intracelular. 
 
Otro factor importante implicado en la nefrotoxicidad del cisplatino es su metabolismo en el 
interior de las células. Se ha descrito que este fármaco puede transformarse en un 
compuesto tiol reactivo por acción de varias enzimas como la glutatión transferasa (GST) 
(Sadzuka et al., 1994; Townsend et al., 2009), la γ-glutamil transpeptidasa (γGT) (Hanigan 
et al., 1999; Hanigan et al., 2001), la diaminopeptidasa (AP-N) (Hausheer et al., 2011; 
Hughey et al., 1978; McIntyre & Curthoys 1982) y la cisteína-conjugado β-liasa (Katayama 
et al., 2011; Zhang & Hanigan 2003) (Figura 2). La inhibición de estas enzimas reduce el 
daño renal inducido por cisplatino, no obstante algunos autores no han descrito tal efecto 
(Wainford et al., 2008).  
 
 

 
 

http://es.wikipedia.org/wiki/Gamma
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Figura 2. Biotransformación propuesta de cisplatino en una nefrotoxina. X representa 
al cisplatino; GST, glutatión transferasa; γGT, gamma glutamil transpeptidasa; AP-N, 
diaminopeptidasa; MRP, proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos (Tomado 
y modificado de Hanigan & Devarajan 2003) 
 

 

1.1.3 Mecanismos de acción de cisplatino relacionados con nefrotoxicidad. 

 
De la compilación de varios estudios se ha propuesto que  el cisplatino causa daño renal y 
muerte celular principalmente por estrés oxidativo, disfunción mitocondrial e inducción de 
proteínas proinflamatorias (Guinaim dos Santos et al., 2012; Ozkok & Edelstein 2014; Siddik 
2003). Este compuesto induce principalmente dos tipos de muerte celular, necrosis y 
apoptosis. La necrosis se ha asociado con altas dosis de cisplatino (200-800 µM en cultivos 
celulares) y se caracteriza por un daño severo a la mitocondria y disminución de la síntesis 
de trifosfato de adenosina (ATP). La apoptosis por el contrario se presenta a dosis bajas de 
este fármaco y es un proceso dependiente de ATP, lo que implica un daño mitocondrial leve 
(Hanigan & Devarajan 2003; Lieberthal et al., 1998; Padanilam 2003).  
 
 
Estrés oxidante y apoptosis 

 

Se ha sugerido que cisplatino al dañar los complejos de la cadena respiratoria, incrementa 
la producción de anión superóxido y éste a su vez podría desencadenar la producción de 
radical hidroxilo, altamente reactivo, capaz de modificar las bases nitrogenadas del ADN. 
(Kruidering et al., 1997; Luanpitpong et al., 2011; Santos et al., 2008; Turrens 2003).  
También se ha encontrado que cisplatino disminuye el sistema antioxidante de la célula, ya 
que reduce  el contenido de antioxidantes no enzimáticos como glutatión (GSH) y la 
actividad de enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD), glutatión 
peroxidasa (GPx), GST y glutatión reductasa (GR) (Fernández-Rojas et al., 2014; Maliakel 
et al., 2008), así como un aumento en marcadores de estrés oxidativo como 

http://es.wikipedia.org/wiki/Gamma
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lipoperoxidación (fosfolípidos como cardiopilin), oxidación de proteínas con grupos tiol y un 
aumento del nivel de proteínas carboniladas (Santos et al., 2007). Todos estos cambios 
están implicados en diferentes vías de muerte celular. 
 

La apoptosis inducida por cisplatino involucra diferentes vías,  la intrínseca mitocondrial, la 
extrínseca por receptores de muerte y la relacionada con estrés del retículo endoplasmático 
(Tabla 1). Todas éstas se han relacionado con la inducción inicial de p53, asociado en parte 
con la generación de estrés oxidativo (Guinaim dos Santos et al., 2012; Jiang et al., 2007). 
Wei et al. (2007) encontraron que en ratones deficientes en p53 y tratados con cisplatino se 
observa una recuperación de la función renal y disminución del proceso de  apoptosis en 
células tubulares, comparado con ratones tratados con cisplatino cuya proteína p53 es 
activa. 
 
También se ha demostrado que la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) 
tiene un papel importante en la expresión del factor de necrosis tumoral (TNFα) y del 
receptor con dominio de muerte Fas que median vías de apoptosis extrínsecas (caspasa 1 
y caspasa 8, respectivamente). Además induce apoptosis vía retículo endoplasmático a 
través de la fosfolipasa A2 independiente Ca2+ (ER-iPLA2); la  inhibición de esta proteína 
reduce la muerte celular por apoptosis en células de túbulo proximal tratadas con cisplatino. 
 
 
Tabla 1. Vías de apoptosis inducidas por cisplatino que explican nefrotoxicidad. 

 
Vía de apoptosis Activación de vía Respuesta. 

Intrínseca 
mitocondrial 

↑ERO, proteínas proapoptóticas 
(Bax/Bak), PIDD-caspasa 2.  
↓ Proteínas antiapoptóticas Bcl2 y 
Bcl-xL. 

Liberación de citocromo c, 
factor AIF y Omi/HtrA2 de 
mitocondria a citoplasma, 
activación de caspasas 9 y 3. 

Extrínseca Unión a receptores de muerte TNFα-
TNFR1-TRADD-FADD y Fas-FADD. 

↑Caspasa 8-caspasa 3, 
caspasa 8-Bid, caspasa 6, 7 y 
1 

Retículo 
endoplasmático 

↑ERO vía citocromo CYP2E1. ↑Caspasa 12-caspasa 9, ER-
iPLA2-caspasa 3. 

AIF, factor inductor de apoptosis; Bak, proteína asesina del antagonista homologo Bcl-2; Bax, proteína X 
asociada a Bcl-2; Bid, agonista de muerte con dominio interactivo BH; Bcl2, linfoma de células B2; Bcl-xL, 
linfoma de células B extra grande; ER-iPLA2, fosfolipasa A2 independiente Ca2+ de retículo endoplasmático; 
FADD, proteína con dominio de muerte asociado a Fas; Omi/HtrA2, Omi/Serina peptidasa 2 HtrA; PIDD, proteína 
con dominio de muerte inducido por p53; ERO, especies reactivas de oxígeno; TNFα, factor alfa de necrosis 
tumoral; TNFR, receptor 1 del factor de necrosis tumoral; TRADD, proteína con dominio de muerte asociado a 
TNFR1 (Guinaim dos Santos et al., 2012; Ozkok & Edelstein 2014; Siddik 2003). 
 
 
 



6 
 

 
Procesos inflamatorios inducidos por cisplatino 

 

La capacidad proinflamatoria del cisplatino en células renales se atribuye principalmente al 
aumento de la expresión de TNFα que activa citocinas proinflamatorias y recluta leucocitos 
(Ramesh & Reeves 2002; Ramesh & Reeves 2004). Se ha demostrado que ésta induce río 
abajo la fosforilación y degradación del inhibidor alfa del factor nuclear kappa de células B 
activadas (IkBα); sin su inhibidor el factor nuclear kappa de células B activadas  (NFkB) se 
transloca al núcleo e induce la transcripción de genes de citocinas proinflamatorias, 
incluidas TNFα (Ramseyer and Garvin 2013). El factor NFkB también es activado por otros 
estímulos incluido ERO y en parte se ha asociado su regulación con la activación de 
proteínas MAPK (Ilbey et al., 2009). La p38/MAPK media la síntesis de TNFα por 
degradación del represor de NFkB (Ramesh & Reeves 2005). La Inhibición de cinasas 
reguladas por señales extracelulares (ERK)/MAPK reduce la expresión de TNFα y la 
activación de caspasa 1, y en consecuencia  disminuye la toxicidad de cisplatino (Jo et al., 
2005).  
 
El cisplatino también media la activación de la proteína activadora 1 (AP-1),  un factor de 
transcripción que regula procesos de diferenciación, proliferación y apoptosis, a través de 
la inducción de proteínas cinasas de c-Jun N-terminal (JNK) /MAPK. . Se ha demostrado 
que la inhibición de JNK reduce la muerte celular y el daño renal inducidos por este fármaco 
(Brozovic & Osmak 2007; Francescato et al., 2007; Sánchez-Pérez & Perona 1999). El 
tratamiento de células con cisplatino/TNFα revela una inhibición de NFkB, un aumento de 
la forma fosforilada de JNK y un subsecuente aumento de la tasa de muerte celular. La 
relación entre las formas activas e inactivas de estas proteínas se han asociado con el 
balance entre proteínas antiapoptóticas y proapotóticas (Benedetti et al., 2013). 
 
Aparte de TNFα, cisplatino ocasiona un aumento de otras citocinas y quimiocinas en riñon, 
como la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), moléculas de adhesión intercelular 
(ICAM), la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP-2), el factor de crecimiento 
transformante beta (TGFβ) e interleucinas IL-1β, IL-6, IL-18 y IL-33 (Akcay et al., 2011; 
Faubel et al., 2007; Ramesh & Reeves 2002), que provocan una respuesta inflamatoria 
sostenida por reclutamiento de células del sistema inmune. La reducción de estas 
moléculas por compuestos antiinflamatorios atenúa el daño renal ocasionado por cisplatino. 
Otra molécula muy estudiada en procesos de inflamación es la enzima cliclooxigenasa 2 
(COX-2) que produce prostaglandina 2 (PGE2), una molécula proinflamatoria involucrada 
en la respuesta inmune, dolor e hinchamiento; su reducción atenúa la disfunción renal 
inducida por cisplatino (Honma et al., 2013; Suddek et al., 2011). Jia et al. (2011) 
describieron que ratones knockout  para esta enzima tratados con cisplatino presentaron 
una disminución de TNFα, IL-β, sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), PGE2 
y subunidades de la NADPH oxidasa, y en consecuencia el efecto toxico de este fármaco 
fue menor. 
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De lo anterior se puede deducir que los mecanismos de acción de cisplatino son complejos 
y están relacionados con diferentes vías (Figura 3), un desbalance en éstas puede 
favorecer mecanismos de supervivencia o muerte celular. Esto en parte está relacionado 
con la concentración de cisplatino, el tiempo de exposición o tratamiento y de moléculas 
coadyudantes como el TNFα administrado en algunos modelos experimentales.  
 
 
 

 
 
Figura 3. Múltiples caminos involucrados en la inducción de nefrotoxicidad por cisplatino 
(Tomado de Guinaim dos Santos et al., 2012) 
 
 
1.1.4 Alternativas de nefroprotección contra efectos ocasionados por cisplatino 

 
Dentro de los mecanismos terapéuticos utilizados para reducir el daño renal ocasionado 
por cisplatino se encuentra,  la disminución de la exposición del riñón al fármaco por medio 
de la hidratación constante del paciente (diuresis), reemplazar la pérdida de electrolitos y 
reducir la dosis de cisplatino cuando la función renal se altera; sin embargo esto no es 
suficiente para disminuir la pérdida de filtración glomerular y la elevación de BUN (Hanigan 
& Devarajan 2003). Otra alternativa es la utilización de compuestos sintéticos o naturales 
que induzcan la activación de vías de supervivencia celular y disminuyan vías de apoptosis 
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y necrosis. La inhibición de proteínas involucradas en los  mecanismos de acción del 
cisplatino también permitiría amortiguar su efecto nefrotóxico (Ozkok & Edelstein 2014). 
 
Algunos compuestos naturales que han sido estudiados por su capacidad de secuestrar 
ERO y/o inducir la transcripción de genes citoprotectores son las vitaminas C, E y A, 
resveratrol, flavonoides como quercetina, carotenoides como licopeno y otros polifenoles,  
cuya administración en animales y células ha atenuado la toxicidad inducida por cisplatino. 
(Chirino & Pedraza-Chaverri 2009; Guinaim dos Santos et al., 2012). Sin embargo, algunas 
de estas moleculas pueden ser prooxidantes y exacerbar el daño oxidativo, esto depende 
en parte de las condiciones celulares, la presencia de iones metálicos y la dosis 
suministrada (Guardado et al., 2012; Carocho & Ferreira 2013). Por otro lado estos 
compuestos podrían interferir en la eficacia de cisplatino como antineoplásico, al estabilizar 
especies reactivas de oxígeno, cuya producción hace parte del  mecanismo genotóxico de 
éste fármaco. Además también los antioxidantes podrían formar complejos que disminuyen 
su actividad antineoplásica y favorecen su detoxificación celular (Guinaim dos Santos et al., 
2012).  
 
 
1.2 Regaliz 

 

Se denomina regaliz a las raíces y tallos de las leguminosas de Gliycyrrhiza glabra, 
Glycyrrhiza uralensis y Glycyrhiza inflata. Estas se han utilizado ampliamente como hierba 
medicinal en el sur de Europa y partes de Asia, principalmente en la medicina China 
tradicional (Wang et al., 2013). Sus extractos se han utilizado para tratar síntomas como 
fatiga, debilidad, asma, congestión nasal, tos, espasmos y como analgésico, entre otros. 
Se ha resaltado también su papel como coadyudante de otras plantas medicinales, al ser 
un moderador y/o multiplicador de efectos. Como moderador se destaca su capacidad de 
detoxificar xenobióticos y de inhibir/atenuar efectos adversos del uso de otras hierbas; como 
multiplicador, potencia la actividad biológica y aumenta la absorción y eliminación del 
principio activo de otras plantas medicinales (Wagner and Ulrich-Merzenich 2009, Wang et 
al., 2013). En la versión número 2010 de la Farmacopedia China figura en más de 320 
formulaciones actuando como ingrediente principal o como asistente entre un total de 1,062 
prescripciones (Commission 2010).  
 
Las propiedades medicinales de estas especies de plantas se deben a su composición 
química; entre el  3-5% corresponde al ácido glycyrrhizico y ácido glycyrrhetinico, 
considerados los compuestos activos de estas plantas. Estos se han caracterizado por 
tener un efecto antiinflamatorio, antiviral, hepatoprotector, neuroprotector, nefroprotector 
contra cisplatino y anticancerígeno, entre otros (Kao et al., 2014; Wang et al., 2013; Yu et 
al., 2012). No obstante se han aislado compuestos en menor proporción como terpenoides-
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saponinas, terpenoides-esteroles, cumarinas y chalconas, que se han destacado por su 
actividad biológica. 
 
1.3 Isoliquiritigenina 

 

Dentro del grupo de chalconas que se encuentran en regaliz, la isoliquiritigenina (IsoLQ) 
figura como uno de los compuestos activos más ampliamente estudiados por su papel 
quimioterapéutico contra cáncer y su potencial como agente citoprotector. Las chalconas 
pertenecen a la familia de los flavonoides, cuya estructura principal es 1,3 difenil-2-
propenona; el número y el tipo de sustituyentes en los anillos aromáticos son característicos 
de cada miembro de este grupo y se ha asociado con su actividad biológica. La IsoLQ se 
caracteriza por tener hidroxilada su estructura base en la posición 4 del anillo B y posición 
2’ y 4’ del anillo A (Figura 4). En general este grupo de compuestos presentan múltiples 
propiedades como antiinflamatorio, antimicrobial, fungicida, antioxidante y antitumoral, 
entre otros, debido a su capacidad directa de secuestrar ERO y de inhibir o inducir múltiples 
moléculas que intervienen en diferentes procesos metabólicos (Nowaskowska 2007; 
Orlikova et al., 2011). 
 

 

Figura 4. Estructura química de la isoliquiritigenina. 

 

Varios estudios se han enfocado en determinar la relación existente entre estructura y 
bioactividad. De acuerdo a los grupos funcionales que presenta la IsoLQ, se ha informado 
que las chalconas con el enlace α-β insaturado altamente electrofílico tiene  propiedades 
anti-inflamatorias; se ha observado disminución de la producción de óxido nítrico e 
inhibición del factor de transcripción NFkB. Por el contrario la reducción de esta instauración 
está relacionada con una mayor producción de estas moléculas (Foresti et al., 2005; Meng 
et al., 2007; Srinivasan et al., 2009; Zhao et al., 2003). El carbono carbonilo del grupo enona 
de las chalconas puede actuar como un electrófilo que reacciona con grupos tiol de 
proteínas con residuos de cisteína, como la proteína 1 asociada a kelch y parecidas a ECH 
(Keap1) represor del factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) en 
citoplasma (Foresti et al., 2005). 

Por otro lado uno o más sustituyentes hidroxilo en los anillos aromáticos, están asociados  
con una mayor actividad antiproliferativa de células tumorales en comparación a otros 
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sustituyentes (De Vincenzo et al., 1995; Loa et al., 2009). Otro grupo de chalconas con 
sustituyentes glucosídicos  exhiben una menor capacidad de suprimir la proliferación de 
células cancerígenas, posiblemente  porque su ingreso a la célula sería menor por difusión 
pasiva debido a  su reducida lipofilicidad (Namgoong et al., 1994; Orlikova et al., 2011). 
Esta información sugiere que la actividad biológica de la IsoLQ y de otros compuestos está 
estrechamente relacionada con su estructura química. Dependiendo de sus grupos 
funcionales pueden participar en reacciones de adición, sustitución y oxido-reducción con 
múltiples moléculas en la célula; un ejemplo es la formación u estabilización de especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno. 

 

1.3.1 Actividad antioxidante 

 
Un antioxidante es cualquier sustancia que retarda, previene o remueve el daño oxidante 
sobre una molécula blanco (Halliwell & Gutteridge 2007). Esto implica varios mecanismos: 
1) neutralización de ERO  y especies reactivas de nitrógeno (ERN) de manera directa en 
función de su estructura química; 2) inhibición de enzimas prooxidantes; 3) capacidad de 
inducir la transcripción de genes citoprotectores (López & Denicola 2013). Según esto,  
poco se ha estudiado sobre la capacidad de la IsoLQ de secuestrar especies reactivas de 
oxígeno y de nitrógeno. Los estudios se han limitado a evaluar su efecto sobre la 
disminución de la oxidación lipídica de la lipoproteína LDL por radicales peroxilo generados 
a partir de 2,2, azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), donde 30 µM de este 
compuesto disminuye entre el 60 y 80% su oxidación. También se ha determinado que 50 
µM de IsoLQ disminuye en un 26% el consumo de β caroteno en un sistema de oxidación 
de ácido linoleico (Vaya et al., 1997). Por otro lado Song Hwa Choi et al. (2010) y Tsutomo 
et al. (1988) informaron que la IsoLQ tiene la capacidad de secuestrar radicales 1,1-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) entre un 20% y 50 % a una concentración de 1000 µM. En adición, 
su capacidad de secuestrar ERN no se ha estudiado ampliamente, solo se  ha documentado 
que disminuye la oxidación de dihidrorodamina 123 por el anión peroxinitrito con una IC50 
de 9,3 µM (Chin et al., 2007).  
 
Debido a la escasa información de la capacidad antioxidante de este compuesto a partir de 
otros métodos, es necesario determinar su habilidad de secuestrar otro de tipos se especies 
reactivas de oxígeno de interés biológico, ya que como se puede observar su capacidad 
varía dependiendo del radical evaluado. 

Por otro lado la IsoLQ se ha caracterizado principalmente por su papel como antioxidante 
indirecto, ya que se ha encontrado que es capaz de inhibir enzimas prooxidantes e inducir 
un aumento de moléculas citoprotectoras. Varios estudios han informado que este 
compuesto inhibe la  actividad enzimática de la xantina oxidasa (IC50: 55,8 µM) (Kong et al., 
2000), la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS) (IC50 1,3 µM) y la COX-2 (1,6 µM de IsoLQ 
disminuye el 80% de la producción de prostaglandina E2) (Kim et al., 2008), las cuales 
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producen anión superóxido, óxido nítrico e hidroperóxidos, respectivamente. Aunque estas 
enzimas y los productos formados son importantes para diferentes vías metabólicas como 
degradación de sustratos, respuesta inmunológica e inflamatoria, a altas concentraciones 
el balance entre ERO, ERN y las moléculas antioxidantes endógenas se pierde y el estado 
de estrés oxidante resultante desencadena daño de macromoléculas como proteínas, 
lípidos y ácidos nucleicos (Ray et al., 2012; Valko et al., 2006). Respecto a la inducción de 
moléculas citoprotectoras, la IsoLQ aumenta el nivel de  GSH y enzimas antioxidantes como 
catalasa (CAT) y SOD en tejido hepático, disminuidas por efecto de la administración de 
tetracloruro de carbono a ratas machos Sprague-Dawley (Zhao et al., 2015). Además se ha 
observado que ayuda a prevenir la generación de ERO inducida por compuestos citotóxicos 
en varias líneas celulares (Choi et al., 2010; Kumar et al., 2007; Yang et al., 2012). 

Estos efectos como antioxidante indirecto pueden estar mediados por la inducción de la 
translocación del factor Nrf2 al núcleo, que en combinación con proteínas pequeñas 
denominadas “fibrosarcoma musculoaponeurótico” (sMaf) se une a la secuencia conocida 
como “Elementos de respuesta antioxidante” (ARE) para activar la maquinaria 
transcripcional de genes de moléculas citoprotectoras como las enzimas antioxidantes 
(López & Denicola 2013). Luo et al. (2007) determinaron en ensayos in vitro que la IsoLQ 
alquila la proteína Keap 1 (supresor de Nrf2) en residuos específicos de cisteína (Cys151); 
esto sugiere que está involucrada en el bloqueo de la capacidad de Keap1 de reprimir Nrf2 
en el citoplasma. Gong et al. (2015) informaron que la IsoLQ induce la translocación de Nrf2 
al núcleo y en consecuencia aumenta la transcripción de genes que codifican para la 
subunidad catalítica de la enzima glutamato-cistein ligasa (GCLC), la UDP-
glucoronosiltransferasa (UGT1A1) y proteína 2 asociada a la resistencia a múltiples 
fármacos (MRP2), proteínas que hacen parte del sistema detoxificante de la célula.  La 
inducción de estas enzimas está asociado con la capacidad de la IsoLQ  de inhibir el daño 
ocasionado por xenobióticos. 
 
 
1.3.2 Biotransformación  

 

La IsoLQ aunque es un compuesto potencialmente antitumoral y citoprotector, su 
metabolismo podría explicar en parte estas propiedades. Guo et al. (2008a) en un modelo 
in vitro de microsomas hepático humano informaron que la IsoLQ es susceptible a 
degradación por enzimas fase I responsables del metabolismo de xenobióticos y 
compuestos endógenos tóxicos. Estos autores detectaron 7 metabolitos secundarios 
hidroxilados (Figura 5) resultado de la acción de varias enzimas y radicales libres. Las 
enzimas citocromo P450 fueron responsables de la formación de los compuestos M3 y M4 
y contribuyeron parcialmente a la formación de M6 y M7 junto con otras peroxidasas, 
peróxido de hidrogeno y el radical anión superóxido. Los metabolitos M3 y M4 fueron los 
más abundantes. 
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Varios de estos metabolitos reportan actividad biológica, el compuesto M1 es 
anticancerígeno, anti-inflamatorio, ejerce un efecto citoprotector en células hepáticas contra 
daño inducido por acetaminofén, cadmio, tetracloruro de carbono, entre otros compuestos 
citotóxicos (Kim et al., 2004; Kim et al., 2006; Kim et al., 2008; Zhang et al., 2015 ). El 
compuesto M3 ha mostrado propiedades antimutagénicas, anti-inflamatorias y efecto 
citoprotector contra estrés oxidativo inducido por terbutil hidroperóxido en células HepG2 
(Hong et al., 2012; Lee et al., 2010; Lee et al., 2014; Park et al., 2004). Por último se ha 
descrito que el compuesto M4 presenta una mayor capacidad antioxidante que la IsoLQ 
debido posiblemente a que tiene un sustituyente hidroxilo adicional (Nerya et al., 2004) y 
además tiene propiedades antiinflamatorias y anticancerígenas. Iwashita et al. (2000) 
describieron que este compuesto inhibe la proliferación celular e induce apoptosis en 
células B16 de melanoma, leucemia HL60 y adenocarcinoma de colon humano (Iwashita et 
al., 2000; Orlikova et al., 2011) 
 
 
 

 
Figura 5. Estructuras de compuestos identificados como resultado del metabolismo 
enzimático fase I de la IsoLQ; M1 4’,7-dihidroxiflavanona (liquiritigenina), M2 2’,4,4’,5’ 
tetrahidroxichalcona, M3 3’,4,4’-trihidroxichalcona (sulfuretina), M4 2’,4’,3,4-
tetrahidroxichalcona (buteina), M5 2’,4,4’-trihidroxidihidrochalcona (davidigenina), M6 trans-
6,4’-dihidroxiaurona, M7 cis-6,4’-dihidroxiaurona (Guo et al., 2008a). 
 
 
Por otro lado, Guo et al. (2008b) también encontraron que la IsoLQ es susceptible de ser 
metabolizada por enzimas de fase II que se caracterizan por generar metabolitos 
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secundarios solubles, menos activos y de rápida excreción vía renal o biliar. Varias de las 
enzimas de fase II encargadas de la conjugación de xenobióticos son la UDP-
glucoronosiltransferasa (UGT), sulfotransferasas, N-acetil transferasas y glutatión 
transferasas. Se describió que las enzimas de la primera familia mencionada son las 
responsables del metabolismo de la IsoLQ en microsomas de hígado, intestino y riñón en 
un modelo in vitro. La IsoLQ se eliminó rápidamente a través de la glucoronidación, su 
tiempo de vida media fue de 20,1 min en este caso y de 141 min cuando su metabolismo 
está dado por enzimas citocromo P450. Esto indica que las enzimas fase II están 
involucradas en el rápido metabolismo y eliminación de la IsoLQ,  y en consecuencia  
podrían afectar su actividad farmacológica. 
 
Estudios sobre farmacocinética de la IsoLQ en modelos in vivo describen una  rápida 
absorción de éste compuesto y la formación de metabolitos secundarios producto de su 
biotransformación. Lee et al. (2013) identificaron tres tipos de compuestos en plasma entre 
los primeros 5 a 30 min luego de su administración, glucorónidos resultantes de la 
conjugación de la IsoLQ, liquiritigenina (M1, Figura 5) y sus correspondientes glucorónidos. 
Además informaron que la distribución de estos metabolitos a los 30 y 180 min después de 
la administración de IsoLQ fue mayor en hígado >intestino delgado>intestino grueso>riñón. 
De este estudio se puede deducir que la IsoLQ se absorbe rápidamente pero su 
biodisponibilidad es baja debido a su metabolismo, lo que puede afectar su actividad 
biológica y diferir entre diferentes órganos. 
 
 
1.3.3 Estudios de la isoliquiritigenina como agente quimioterapéutico 

 

La IsoLQ ha sido principalmente estudiada por su potencial como anti-cancerígeno, 
actuando en diversas fases de crecimiento y propagación de células tumorales. Se ha 
descrito que la IsoLQ es capaz de atenuar la sobreproducción de ERO y ERN, disminuir la 
generación de moléculas endógenas promotoras de tumores, como prostaglandinas y óxido 
nítrico, reducir la proliferación indiferenciada de células tumorales por arresto del ciclo 
celular y activación de vías de apoptosis. Por último se ha informado que este compuesto 
inhibe la migración e invasión de cáncer de próstata y mama en estudios in vitro, 
respaldados con la disminución del tamaño de tumores y de metástasis en modelos in vivo 
(tabla 2)(Orlikova et al., 2011). 
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Tabla 2. Estudios del efecto de la IsoLQ sobre las diferentes etapas de carcinogénesis 
evaluados en algunas líneas celulares de cáncer e inducción de tumores en animales.  
 

Etapas de 

carcinogénesis 

Modelo Efecto de la IsoLQ 

Promoción de 
crecimiento.  

Inducción de 
papiloma cutáneo. 
Cáncer de mama. 

Inhibición de progresión de tumores debido a la 
atenuación de la producción de PGE2 y el ácido 
20-HETE.  

Proliferación Cáncer cervical, 
próstata, pulmón, 
colon, hígado, 
mama, leucemia. 

Inducción de apoptosis y arresto del ciclo celular, 
por activación de vía ATM/p53/p21, p27; 
disminución de proteínas antiapoptóticas 
Bcl2/Bcl-xL y aumento de proteínas 
proapoptóticas Bax/Bak 

Migración e 
invasión 

Cáncer de mama 
Cáncer de próstata 

Disminución de proteínas EGF, ICAM, VCAM y 
MMP-9. 

Metástasis Cáncer de riñón 
Cáncer de mama 

Reducción de nódulos metastásicos en pulmón  

ATM, ataxia telangiectasa mutada; Bcl2, linfoma de células B 2; Bcl-xL, Linfoma de células B extra grande; EGF, 
factor de crecimiento epidérmico; ICAM, molécula de adhesión intercelular 1; MMP-9, metaloproteinasa 9; p21, 
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 1A; p27, inhibidor  de cinasa dependiente de ciclina 1B;  PGE2, 
prostaglandina E2; VCAM, molécula de adhesión vascular 1; 20-HETE, ácido 20-hidroxi-eicosatetranoico 
(Auyeung & Ko 2010; Cuendet et al., 2010; Cuendet et al., 2006; Hsu et al., 2009; Hsu et al., 2004; Hsu et al., 
2005; Kwon et al., 2009; Lau et al., 2010; Li et al., 2013; Lorusso & Marech 2013; Yamamoto et al., 1991; 
Yamazaki et al., 2002; Zhang et al., 2010; Zheng et al., 2014; Zu et al., 2009). 
 
 

1.3.4 Estudios de la isoliquiritigenina como agente citoprotector 

 

Se han realizado varios estudios sobre el potencial de la IsoLQ como citoprotector frente a 
la inducción de daño por sustancias toxicas en ensayos in vitro e in vivo. En la Tabla 3 se 
presentan algunos estudios donde se observó este efecto. Diferentes líneas celulares se 
han utilizado para determinar el mecanismo que este compuesto desencadena para atenuar 
el estrés oxidativo, inflamación y apoptosis inducido por estímulos tóxicos. Aunque no hay 
registros se su papel en células renales, Lee et al. (2008) observaron en un modelo de 
xenotransplante de células de cáncer de colon (CT26) en ratones BALB/c que la IsoLQ 
disminuye el efecto nefrotóxico y hepatotóxico del cisplatino, sin afectar la actividad 
antineoplásica de este fármaco. La IsoLQ es capaz de reducir BUN, creatinina y óxido 
nítrico en suero sanguíneo; restablece parcialmente los niveles de glutatión en tejido 
hepático y disminuye los niveles de malondialdehído (MAD) en tejido hepático y renal. 
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Tabla 3. Estudios sobre el efecto de la IsoLQ como agente citoprotector en diferentes modelos de daño celular.  
Modelo Inductor Consecuencias Efecto de IsoLQ Autor  
Raw 264.7 
macrófagos 

LPS  Inducción de eventos 
proinflamatorios. 

Disminución de iNOS, TNFα, IL-1β , por 
inducción de HO-1 mediada por ERK1/2 MAPK 
 

Lee S et al. 
(2009) 

Raw 264.7 
macrófagos 

LPS  Inducción de eventos 
proinflamatorios. 

Disminución de COX-2, iNOS, TNFα y IL-6 por 
disminución de la translocación del factor NF-kB 
al núcleo vía supresión de la fosforilación de 
IKKα/β, ERK1/2 y p38 MAPKs. 

Kim J et al. 
(2008) 
 

HT22 células 
neuronales 
del 
hipocampo 

Glutamato Neurotoxicidad. Disminución de apoptosis y ERO intracelular. 
Previene la pérdida del potencial de membrana y 
disminuye el nivel de proteínas Bax en 
mitocondria y la liberación de AIF a citosol.  

Yang E et al. 
(2012) 

HUVECs TNFα Estrés oxidativo y activación de 
procesos inflamatorios. 

Disminución de moléculas de adhesión celular 
por inhibición de la translocación de NFkB al 
núcleo. Disminución de ERO intracelular. 

Kumar S et 
al. (2007) 
 

HpG2 células 
hepáticas 

Acido 
araquidónico+

hierro 

Induce estrés oxidativo y 
disfunción mitocondrial  

Inhibe apoptosis y pérdida del potencial de 
membrana por inactivación de GSK3β mediado 
por activación de AMPK. 

Choi et al. 
(2010) 

Ratones 
macho 
C57BL/6  

Dieta alta en 
grasa 

Acumulación de grasa en 
hígado, ocasiona lesión hepática 
por estrés oxidativo y respuesta 
inflamatoria.  

Atenúa la acumulación de grasa en hígado. 
Disminuye la formación de TBARS y ERN e 
inhibe la expresión de iNOS y COX-2, enzimas 
prooxidantes. 

Kim Y et al. 
(2010) 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Tetracloruro 
de carbono 

Oxidación lipídica de la 
membrana plasmática con 
posterior degeneración y 
necrosis de hepatocitos. 

Disminución de MDA, TNFα y COX-2. 
Restablecimiento de los niveles de GSH, 
enzimas CAT y SOD en tejido hepático. 
 

Zhao Z et al. 
(2015) 

AIF, factor inductor de apoptosis; AMPK, proteína cinasa activada por AMP; CAT, catalasa; COX-2, ciclooxigensa 2; GSH, glutatión; GSK3β, glucógeno sintasa 
cinasa 3β; HO-1, hemo-oxigenasa-1; IL-1β, interlucina-1 β; IL-6, interleucina 6; iNOS, sintasa de óxido nítrico inducible; HUVECs, células endoteliales aisladas de 
cordón umbilical humano; MAPKs (JUN-1, ERK, p38) proteínas cinasas activadas por mitógenos; MDA, malondialdehído; ERO, especies reactivas de oxígeno; 
SOD, superóxido dismutasa; TBARS, sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico; TNFα, factor alfa de necrosis tumoral. 
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2. JUSTIFICACION 

 

 

 

El cisplatino es un fármaco ampliamente utilizado en el tratamiento contra diferentes tipos 
de cáncer, no obstante genera efectos colaterales principalmente nefrotóxicos, debido a 
que el riñón es el principal órgano encargado de su eliminación. La incidencia de disfunción 
renal ocasionada por este fármaco es del 25%. En varios estudios se ha propuesto que vías 
de señalización relacionadas con estrés oxidativo y eventos de inflamación podrían explicar 
la muerte celular inducida por cisplatino en células renales. Por esta razón, un gran número 
de investigaciones se han enfocado en el uso  de compuestos antioxidantes directos, 
indirectos y bi-funcionales como amortiguadores del efecto tóxico del cisplatino, en parte 
por su capacidad de neutralizar especies ERO y ERN e inducir la expresión de moléculas 
citoprotectoras como glutatión y enzimas antioxidantes. Sin embargo, su uso clínico es 
puesto en duda debido a la posible interferencia que puedan causar en la eficacia 
antitumoral de cisplatino.  
 
Por otra parte se ha descrito que la IsoLQ, una chalcona perteneciente a la familia de 
flavonoides presenta propiedades tanto anticancerígenas como citoprotectoras; esto indica 
que sus efectos biológicos varían dependiendo del tipo de célula y podría no actuar de 
manera indiscriminada como el cisplatino. Son escasos los estudios sobre la capacidad 
antioxidante de esta chalcona, no obstante se ha descrito en modelos in vitro que es capaz 
de promover la reducción de ERO intracelular, inhibir enzimas prooxidantes e inducir la 
translocación del factor de transcripción Nrf2 al núcleo, y además disminuir proteínas pro-
inflamatorias en diversos modelos de inducción de daño celular.  Por lo anterior, se propone 
que la IsoLQ podría reducir los efectos nefrotóxicos inducidos por cisplatino. 
 
 
 

3. HIPOTESIS 

 

 

 

Dado los antecedentes de la IsoLQ en otros modelos de daño celular, se postula que este 
compuesto es capaz de disminuir la muerte celular inducida por cisplatino en las células 
LLCPK1, a través de la reducción del proceso de  apoptosis y regulación positiva del 
sistema antioxidante celular sin interferir en la actividad antineoplásica de este fármaco. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto de la IsoLQ sobre la muerte de células epiteliales de túbulo proximal renal 
de cerdo (LLC-PK1) inducida por cisplatino, así como su efecto sobre la actividad 
antineoplásica en células de carcinoma de vejiga (HTB4) 
 
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS  

 
Evaluar la actividad antioxidante directa de la IsoLQ como parte de la caracterización de 
este compuesto. 
 
Establecer las condiciones donde la IsoLQ ejerce un efecto citoprotector contra el daño por 
cisplatino en las células LLCPK1. 
 
Determinar el efecto de la IsoLQ  sobre el sistema antioxidante de las células LLCPk1 como 
posible mecanismo de citoprotección frente a la citotoxicidad inducida por cisplatino. 
 
Evaluar el efecto de la IsoLQ sobre la muerte inducida por cisplatino en células LLCPK1  a 
través de la medición del nivel celular de proteínas involucradas en el proceso de apoptosis.    
 
Determinar si la IsoLQ interfiere con la actividad antineoplásica del cisplatino en las células 
HTB4 de carcinoma de vejiga. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

5.1 Materiales  

 

Las células epiteliales de túbulo proximal de cerdo (LLCPK1) y las células de carcinoma de 
vejiga T24 (HTB4) se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, 
MD, EUA). El Cisplatino P4394 (cis-Diamminedichloroplatinum II), diacetato de fluoresceína 
(FDA) y bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-(2-il)]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT), ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazino etanosulfónico (HEPES), tris (hidroximetil) aminometano, ditiotreitol 
(DTT), dimetil sulfóxido, tween 20, dodecil sulfato de sodio (SDS), 4-nonil-fenil-
polietilenglicol (NP-40), desoxicolato de sodio, triton X-100, 2-mercaptoetanol, fluoruro de 
sodio, ortovanadato de sodio, pirofosfato de sodio , glicerolfosfato, AAPH (2,2 azobis-(2-
aminopropano) dicloruro), fluoresceína, amplex red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina), 
peroxidasa de rábano  (HRP), ácido dietilenetriaminopentaacetico (DTPA), dimetil sulfóxido 
(DMSO), glicerol, cloruro de magnesio (MgCl2) y tripsina-EDTA se obtuvieron de Sigma (St. 
Louis, MO, EUA). El medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el suero fetal 
bovino (SFB) y penicilina/estreptomicina fueron adquiridos de Biowest (Riverside, MO, 
EUA). Isoliquiritigenina (4,2’,4’-trihidroxichalcona) fue obtenida de AK scientific (Union City, 
CA, EUA). El cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl), fosfato de sodio monobásico 
(Na2HPO4), fosfato de sodio dibásico (KH2PO4), carbonato de sodio (NaHCO3), etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA) disódico, peróxido de hidrógeno, alcohol isopropílico y ácido 
clorhídrico se obtuvieron de JT Baker (Center Valley, PA, EUA). El cloruro de potasio (KCl) 
fue obtenido de Mallickrodt pcl (St. Louis, MO, EUA). El compuesto mesoporfirina dicloruro 
de estaño se obtuvieron de Frontier Scientific (Logan, UT, EUA). El reactivo Bradford se 
obtuvo de Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). Las membranas de nitrocelulosa se adquirieron 
de GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). Los anticuerpos fluorescente IRDye 
800CW y IRDye 680RD se obtuvieron de LI-COR (Lincoln, NE, EUA). Los anticuerpos 
primarios para glutatión reductasa (GR) y lámina b1 se adquirieron de Abcam (Cambridge, 
MA, EUA). Los anticuerpos primarios para hemo-oxigenasa 1 y superóxido dismutasa 
(SOD-1) se compraron a Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, EUA). El anticuerpo para 
Nrf2 se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA). El anticuerpo para NFkB 
se compró a Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). El anticuerpo para Bcl2 se adquirió de 
eBioscience (Waltham, MA, EUA). El anticuerpo para Bax se obtuvo de GeneTex (Irvine, 
CA, EUA), el anticuerpo para caspasa 3 escindida se adquirió de Cell Signaling Technology 
(Danver, MA, EUA) y el anticuerpo para α tubulina se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO, 
EUA).  
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5.2 Métodos 

 

Para el desarrollo de este estudio se implementaron diferentes métodos que se describen 
brevemente más adelante. En la figura 6 se muestra un diagrama del diseño experimental 
donde cada color representa la estrategia experimental seguida para cada objetivo; en este 
se muestran los tiempos evaluados, los ensayos utilizados y técnicas implementadas. 

 

Figura 6. Esquema de la metodología seguida para abordar cada uno de los objetivos 
planteados en este estudio.   
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5.2.1 Actividad antioxidante directa de la isoliquiritigenina 

 
Se evaluó la capacidad de la IsoLQ de neutralizar o secuestrar el radical peroxilo, peróxido 
de hidrógeno y anión peroxinitrito, que hacen parte del grupo de ERO asociadas con la 
citotoxicidad de cisplatino. Se realizaron curvas dosis-respuesta (IsoLQ  entre 0 y 1000 µM)  
para determinar la  IC50 de la IsoLQ frente a cada una de las ERO mencionadas, sin 
embargo, solo se presentan datos a las concentraciones donde se observó una reducción 
de la oxidación de las moléculas blanco. La solución stock de este compuesto se realizó en 
DMSO (vehículo) y las diluciones se hicieron  en agua. En cada uno de los ensayos se 
verifico que las concentraciones del vehículo utilizadas no presentarán actividad 
antioxidante frente a estas ERO. 
 
Capacidad de capturar radical peroxilo (Ensayo ORAC) 

 

Este ensayo se realizó según la metodología propuesta por Prior et al. (2003). Se basa en 
la generación de radicales peroxilo por calentamiento del compuesto AAPH en presencia 
de oxigeno; este radical oxida a la fluoresceína y provoca un decaimiento de la fluorescencia 
emitida por este compuesto. La IsoLQ fue adicionada a una solución de 19 mM de AAPH y 
34 nM de fluoresceína, la mezcla se incubó a 37°C  por 1.5 h y la fluorescencia fue medida 
a una longitud de onda de excitación y emisión de 485 nm y 520 nm, respectivamente. 
 
Capacidad de capturar peróxido de hidrógeno 

 

Se determinó a partir de la oxidación del compuesto amplex red  (0.1 mM) por  peróxido de 
hidrógeno (50 µM) en presencia de la enzima HRP-peroxidasa (0.2 U/mL). El  producto 
fluorescente llamado resorufina se midió a una longitud de onda de excitación y emisión de 
530 nm y 585 nm respectivamente, a los 30 min de incubación de la mezcla de reacción. 
En presencia de un antioxidante se espera una menor formación del producto fluorescente 
(Floriano-Sánchez et al., 2006) 
 
Capacidad de capturar anión peroxinitrito 

 
Este ensayo se realizó a partir de la generación inicial del anión peroxinitrito, por reacción 
entre peróxido de hidrógeno acidificado y nitrito de potasio (Beckman et al., 1994). La 
concentración de peroxinitrito se determinó a 302 nm utilizando el coeficiente extinción 
molar de 1670 M-1cm-1. El anión peroxinitrito oxida a la diclorodihidrofluoresceína 
(DCDHFDA) y produce el compuesto fluorescente diclorofluoresceína, cuya longitud de 
excitación y emisión es de 488 y 525 nm, respectivamente. En este estudio se utilizó una 
concentración de 50 µM del anión, 3 mM de DCDHFDA y 1mM DTPA, este último actúa 
como agente quelante; la mezcla de reacción se incubo con diferentes concentraciones de 
IsoLQ por 30 min y la fluorescencia fue registrada al inicio y final de este periodo. En 
presencia de un antioxidante se espera  una menor formación del producto fluorescente. 
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5.2.2 Cultivo celular 

 

Las células LLC-PK1 y HTB4 se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de SFB 
y 1% de penicilina/estreptomicina a 37°C en una atmósfera del 95% de humedad y 5% de 
CO2. Las células se subcultivaron tres veces por semana cuando alcanzaban un 90% de 
confluencia. Para esto, las células se despegaban de las cajas Petri  incubando con tripsina-
EDTA a 37°C, se centrifugaban a 800 g por 3 minutos, se resuspendían con DMEM 
suplementado con SFB y se realizaba una dilución 1:2 para seguir cultivándolas. Previo a 
cada experimento las células se despegaron, sembraron en placas multipozos, y se dejaron 
crecer por 24h. Los compuestos de interés fueron administrados a las células en medio con 
antibiótico sin SFB. 
 

5.2.3 Viabilidad celular 

 

Se realizaron ensayos dosis-respuesta para la  IsoLQ y cisplatino a concentraciones  entre 
5-25 µM (vehículo<0.1%) y 15-60 µM, respectivamente. La viabilidad celular se determinó 
a las 24 horas de tratamiento, con el objetivo de conocer si la IsoLQ ocasiona citotoxicidad 
en las células LLC-PK1 y determinar la concentración efectiva 50 de cisplatino 
(concentración que inhibe el 50% la viabilidad celular). Posteriormente para determinar las 
condiciones en las que la IsoLQ tiene un efecto citoprotector frente a la  citotoxicidad 
ocasionada por cisplatino se evaluó la viabilidad celular a las  2, 4, 8 y 24 horas de 
pretratamiento con IsoLQ (5-25 µM).  La viabilidad celular fue determinada por el ensayo 
de MTT y FDA, este último solo se utilizó para verificar el efecto de la IsoLQ a las 24 h de 
pretratamiento. 
 
5.2.3.1 Ensayo de MTT  

 
Este ensayo se fundamenta en la reducción del compuesto bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) a formazan por enzimas oxido-reductasas presentes en las 
células (László K 2011). Transcurrido los tiempos de tratamiento, las células se lavaron con 
PBS 1X y fueron incubadas con 0.3 mg/mL de MTT a 37°C por 4 h. Posteriormente se retiró 
el medio de los pozos, los cristales de formazan precipitados fueron disueltos con 0.04 N 
de HCl en isopropanol y se midió su absorbancia a 570 nm. Los datos se expresaron como 
porcentaje de reducción de MTT generado por las células tratadas respecto a las células 
control. 
 
5.2.3.2 Ensayo de FDA 

 
En método de fluorescein diacetato (FDA) se fundamenta en la deacetilación de este 
compuesto por estereasas no específicas presentes en citoplasma,  la fluoresceína 
resultante es retenida en la célula y su  longitud de excitación y emisión es 485 y 520 nm 
respectivamente. Las células se lavaron con amortiguador de fosfatos salino  (PBS) 1X y 
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se incubaron en la oscuridad con 12 µM de FDA en medio DMEM sin SFB por 5 min a 37°C. 
La lectura de fluorescencia se realizó en un lector de placas. Los datos se expresaron como 
el porcentaje de deacetilación generado por las células tratadas respecto a las células 
control. 
 
 
5.2.4 Fraccionamiento celular 

 

Para aislar la fracción nuclear y citoplasmática de las células tratadas a los tiempos 
indicados, se utilizaron dos soluciones, el amortiguador 1 (10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 
10 mM KCl, 0,5% Triton X-100) y el amortiguador 2 (1M NaCl, 0.2 Mm EDTA, 20% de 
glicerol y 0.5 mM DTT) (Bindu et al., 2011) 
 
Las células se lavaron con PBS 1X frio y se dejaron en esta misma solución, se rasparon 
de las cajas de 100 mm de diámetro que las contenían y se centrifugaron a 800 g por 10 
min, se descartó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en el amortiguador I que tenía 
en solución inhibidores de fosfatasas y proteasas. Posteriormente las células se sometieron 
a vortex por 20 s, se incubaron en baño de hielo por 15 min y después se centrifugaron a 
800 g por 10 minutos. El sobrenadante se centrifugó a 12000 g por 5 min para obtener la 
fracción citoplasmática y la pastilla se resuspendió en un volumen igual de ambos 
amortiguadores (1 y 2) para lisar los núcleos recolectados. La mezcla se sometió a vortex 
por 15 s, se incubó por 15 min en baño de hielo y se centrifugó a 12000 g por 5 min; el 
sobrenadante de esta última parte corresponde a la fracción proteica nuclear. Ambas 
fracciones se almacenaron a -70 °C hasta su análisis.  
 
 

5.2.5 Western Blot  

 
Las células se lavaron con PBS 1X y se lisaron con la solución RIPA 1X que contiene 
inhibidores de proteasas y fosfatasas; las células se dejaron en inmersión a 4°C toda la 
noche y posteriormente se centrifugaron a 12000 g por 5 min a 4°C para separar la fracción 
proteica total de otros compuestos. La concentración de proteína se determinó por el 
método de Bradford. 
 
Se realizó una electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida de diferente porcentaje 
dependiendo de la masa de la proteína de interés. Se cargaron 15 µg de proteína para la 
detección de enzimas antioxidantes, 20 µg para los factores de transcripción (Nrf2 y NFkB) 
y 30 µg para proteínas involucradas en la apoptosis. La transferencia se realizó en 
membranas de nitrocelulosa y se utilizaron como controles de corrida y transferencia un 
pool de proteínas entre 10 y 250 KDa de Bio-RAD. 
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Las membranas se bloquearon con una solución de leche al 4% por 1 h y se incubaron con 
el anticuerpo primario durante toda la noche. Posteriormente éstas se lavaron con TBS-T 
1X y se incubaron por 1 hora con el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente; 
finalmente las membranas se lavaron con amortiguador salino de tris con tween 20 (TBST-
T) 1X, PBS 1X y se escanearon en un fotodocumentador LI-COR Odissey. El análisis de 
imagen se hizo con el software Imagie Studio Lite versión 5.2 

 
 
5.2.6 Inhibición de la actividad de hemo-oxigenasa sobre el efecto de la IsoLQ en 

la disminución de la viabilidad celular ocasionada por cisplatino. 

 
El compuesto mesoporfirina dicloruro de estaño (SnMP) es un inhibidor competitivo de la 
actividad de la hemo-oxigenasa, y aunque no es específico para esta enzima ya que inhibe 
otras proteínas que tienen grupos hemos dentro de su estructura, ha sido ampliamente 
utilizado para determinar el papel de la HO en modelos de citoprotección (Pittalà V et al., 
2013). La IsoLQ aumenta los niveles de esta enzima en las células LLCPK1 por lo que se 
utilizó este inhibidor para determinar su efecto sobre la actividad de la IsoLQ en este modelo 
de daño. Las células LLCPK1 fueron pre-tratadas con 25 µM de IsoLQ por 24 horas y 
posteriormente con la IC50 de cisplatino y 10 µM del compuesto SnMP por 24 h; la viabilidad 
celular fue determinada por el ensayo de FDA descrito anteriormente. 
 
 
5.2.7 Análisis estadístico  

 

Todos los resultados se expresan como el promedio ± error estándar de la media (EEM). 
Se realizó un análisis de varianza de una vía seguido de la prueba Bonferroni de 
comparaciones múltiples. Se consideran diferencias significativas los valores p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pittal%C3%A0%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746277
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6. RESULTADOS  

 

 

 

6.1 Actividad antioxidante directa de la isoliquiritigenina 

 

En la figura 6 se presenta la actividad antioxidante de la IsoLQ frente a algunas ERO, en 
función del porcentaje del producto formado por la oxidación de la molécula blanco a un 
tiempo determinado. La IsoLQ fue capaz de capturar el radical peroxilo, evitando la 
oxidación de la fluoresceína, vía concentración dependiente (figura 7A), con una IC50 de 5.8 
±0.43 µM. También se determinó que a medida que aumenta la concentración de IsoLQ, 
disminuye la oxidación de amplex red (figura 7B) y diclorodihidrofluoresceina (figura 7C) por 
parte de peróxido de hidrógeno y anión peroxinitrito, respectivamente. La IC50 de la IsoLQ 
para peróxido de hidrógeno fue 324.36 ± 39.04 µM y de 642.7 ± 25.3 µM para anión 
peroxinitrito.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Actividad antioxidante de la isoliquiritigenina (IsoLQ) frente a A) radical peroxilo 
(n: 8), B) peróxido de hidrógeno (n: 4) y C) anión peroxinitrito (n: 4). Los datos se 
representan por la media ± EEM. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 respecto al control. 
 
 
 
 

A B 

C 
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6.2  Viabilidad de células epiteliales de túbulo proximal renal de cerdo (LLC-PK1) 

tratadas con cisplatino e isoliquiritigenina. 
 

El cisplatino disminuye la viabilidad de las células LLCPK1 vía concentración dependiente 
(Figura 8B) como estaba previsto  y su IC50 se encuentra entre 25 y 34 µM a las 24 h de 
incubación, según los resultados obtenidos por el ensayo de MTT. Por otro lado, las 
concentraciones de IsoLQ utilizadas (0-25 µM) no fueron toxicas para las células (Figura 
8A). Posteriormente, para establecer las condiciones bajo las cuales este compuesto tiene 
un efecto citoprotector sobre la toxicidad inducida por cisplatino, se evaluó el efecto de la 
concentración (5-25 µM) y el tiempo de pre-tratamiento sobre la viabilidad celular. En la 
figura 9 se observan diferencias significativas respecto a cisplatino a partir de las 4h de 
pretratamiento, no obstante no se observa ningún efecto dosis-respuesta ni cambios 
significativos entre las 4 y 24 h de incubación. El máximo porcentaje de cito-protección fue 
de un 20% al tratar las células con 25 µM de IsoLQ por 24 h de pretratamiento.  
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. (A) La isoliquiritigenina (IsoLQ) no ejerce un efecto tóxico en las células LLCPK1 
y (B) cisplatino (Cisp) disminuye su viabilidad celular. Las células fueron tratadas con varias 
concentraciones de IsoLQ y Cisp por 24 horas de incubación. La viabilidad celular fue 
determinada por el ensayo de MTT. (A) IsoLQ (n= 5) y (B) Cisplatino (n= 3). Los datos se 
representan por la media ± EEM. *** p<0.001, vs control (C). Veh (vehículo, DMSO<0.1 %) 
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Figura 9. El pretratamiento con isoliquiritigenina (IsoLQ) a diferentes concentraciones y 
tiempos reduce el efecto citotóxico de cisplatino (Cisp). Las células LLCPK1 fueron tratadas 
por 2, 4, 8 y 24 horas con IsoLQ seguida de la incubación con Cisp 35 µM por 24 horas. La 
viabilidad fue determinada por el ensayo de MTT. Los datos se presentan como la media ± 
EEM (n= 3). # p<0.001 vs control (sin IsoLQ ni Cisp); * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs 
Cisp. 
 
 
Para confirmar el efecto observado a las 24 h de pretratamiento con IsoLQ, se utilizó el 
ensayo de FDA que se fundamenta en la actividad de esterasas para medir viabilidad celular 
(Figura 10). Con este ensayo se observa el mismo comportamiento de citoprotección 
observado con el ensayo de MTT y además se demuestra que el vehículo (DMSO<0,1%) 
de la IsoLQ no afecta la disminución de la viabilidad celular ocasionada por cisplatino. 
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Figura 10. El pretratamiento con isoliquiritigenina (IsoLQ) por 24 h atenúa la citotoxicidad 
de cisplatino (Cisp) en las células LLCPK1 y su vehículo (DMSO <0.1%) no afecta la muerte 
inducida por cisplatino. (A) Las células LLCPK1 fueron tratadas con o sin IsoLQ por 24 h y 
posteriormente con Cisp 35 µM. (B) Las células fueron tratadas con o sin DMSO (0,025-0,1 
%) por 24 h, seguido de Cisp 35 µM por 24 h de incubación. Los datos se presentan como 
la media ± EEM (n= 3). # p<0.0001 vs control, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs Cisp. 
 
 

6.3 Actividad antioxidante indirecta de la isoliquiritigenina: efecto sobre el nivel 

de enzimas antioxidantes. 

 

Se determinó el efecto de la IsoLQ sobre el nivel de algunas enzimas antioxidantes como 
HO-1, SOD-1, CAT y GR.  A diferencia de los experimentos anteriores, de aquí en adelante 
solo se utilizó la concentración de 25 µM, ya que fue esta concentración la que presentó el 
mayor porcentaje de citoprotección. Se observa que la IsoLQ induce un incremento 
significativo de la proteína HO-1 desde las 6 h de incubación (40 veces), con un máximo a 
las 10 h (75 veces) y un posterior descenso a las 12 y 24 h de tratamiento (62 y 20 veces, 
respectivamente) (Figura 11A). Para las otras proteínas evaluadas no se encontró este 
comportamiento y solo se determinó que la IsoLQ incrementa significativamente 1,7 veces 
el nivel de SOD-1 a las 24 horas de tratamiento (Figura 11B). Por último no se observaron 
cambios en los niveles de proteína de CAT y GR a ninguno de los tiempos evaluados 
(Figura 11 C y D).  

De acuerdo a estos resultados podemos suponer que la HO-1 está implicada en el efecto 
citoprotector de la IsoLQ observado en los ensayos de viabilidad, y aunque el máximo valor 
se encontró a las 10 h de tratamiento, se decidió escoger el tiempo de 24 h para futuros 
ensayos debido a que bajo esta condición también se incrementa el nivel de SOD-1. 
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D)  

 

 

Figura 11. Inducción diferencial de enzimas antioxidantes durante el tratamiento con  
isoliquiritigenina.  Niveles de expresión de (A) hemo-oxigenasa 1 (HO-1),  (B) superóxido 
dismutasa 1 (SOD-1), (C) catalasa (CAT) y (D) glutatión reductasa (GR) se determinaron 
por western blot.  Las células LLCPK1 se trataron con IsoLQ 25 µM por diferentes tiempos. 
Los datos se presentan como la media ± EEM (n= 3). * p<0.05, *** p<0.001 vs control. 
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La IsoLQ aumenta los niveles de HO-1 en las células LLCPK1 durante el tratamiento 

con cisplatino. 

La HO-1 es una proteína importante en la respuesta de la célula frente al daño generado 
por cisplatino, su inhibición y silenciamiento ocasiona un mayor daño celular mientras que  
su sobreexpresión tiene un efecto citoprotector en las células LLCPK1 (Lever et al., 2016). 
Por esta razón se determinó si las células pretratadas con IsoLQ mantienen niveles altos 
de HO-1 durante el tratamiento con cisplatino (Figura 12). Se observaron valores 24 veces 
más altos que las no pre-tratadas a las 2h de tratamiento con cisplatino y 10 veces mayores 
después de las 4 horas, disminuyendo solo hasta las 24 h de tratamiento. Las células no 
pre-tratadas con IsoLQ presentaron solo un aumento significativo de esta enzima a las 8 h 
de tratamiento con cisplatino (p<0.001), con un incremento de 1,8 veces respecto al control, 
con valores similares entre las 10 y 12 h (1.5 y 1.6 veces, respectivamente) de tratamiento. 
Esto nos indica que la sobreexpresión de HO-1 observada durante el tiempo de 
pretratamiento con IsoLQ se mantiene en niveles altos  durante el tratamiento con 
cisplatino; esto podría ser debido a una baja tasa de degradación de esta enzima, lo que 
podría contribuir a una rápida respuesta antioxidante por parte de la célula ante el daño por 
cisplatino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. El pretratamiento con isoliquiritigenina (IsoLQ) mantiene niveles altos de hemo-
oxigenasa 1 (HO-1) durante el tratamiento con cisplatino (Cisp). Las células LLCPK-1 se 
trataron con IsoLQ 25 µM (barras rojas) o con DMSO 0,05 % (barras blancas) por 24 h y 
después con Cisp 35 µM por diferentes tiempos. Los datos se presentan como la media ± 
EEM (n= 3). *** p<0.001. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lever%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26906116
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6.4 Inhibición de la actividad de hemo-oxigenasa sobre el efecto citoprotector de 

la IsoLQ. 

  

La participación de la HO-1 en el efecto citoprotector de la IsoLQ se evaluó utilizando SnMP, 
un inhibidor de la actividad de la HO-1. Al colocar 10 µM de este compuesto en co-
tratamiento con cisplatino se pierde el efecto obtenido al pre-tratar las células con IsoLQ 
(Figura 13). Este resultado muestra que el efecto protector de la IsoLQ contra la muerte 
inducida por cisplatino se debió en parte a la sobreexpresión de HO-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. La mesoporfirina dicloruro de estaño (IV) (SnMP) inhibe el efecto citoprotector 
de la isoliquiritigenina (IsoLQ) sobre la toxicidad inducida por cisplatino. Las células LLCPK1 
se trataron con o sin IsoLQ por 24 h y después con Cisp y con o sin el SnMP 10 µM por 24 
horas. La viabilidad celular fue determinada por el ensayo de FDA Los datos se presentan 
como la media ± EEM (n= 3). ** p<0.01. 
 
 

6.5 Efecto de la isoliquiritigenina sobre el nivel de los factores de transcripción Nrf2 
y NFkB en las células LLCPK1. 

 

Para dilucidar el mecanismo por el cual la IsoLQ induce un aumento en los niveles de HO-
1, se determinó el nivel de los factores de transcripción  Nrf2 y NFkB, involucrados en la 
inducción de esta enzima. La IsoLQ induce un aumento de 2 veces el nivel de Nrf2 a las 4 
y 24 horas de tratamiento respecto al control, y no ocasiona cambios en el nivel de NFkB a 
los tiempos evaluados (Figura 14). No obstante, se realizó un fraccionamiento celular para 
determinar si estos cambios están asociados con la translocación de estas proteínas al 
núcleo y por consiguiente con su función de inducir la transcripción de genes como la HO-
1 y otras proteínas relacionadas con la respuesta antioxidante y supervivencia celular.  
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Figura 14. Cambios en la expresión de los factores de transcripción (A) Nrf2 y (B) NFkB en 
extracto proteico total de células LLCPK1 tratadas con IsoLQ 25 µM por diferentes tiempos. 
Los datos se presentan como la media ± EEM (n= 3). * p<0.05, ** p<0.01 vs control. 

 

Como se observa en la figura 15A el nivel de Nrf2 (61KDa) no presentó diferencias 
significativas en ninguna de las fracciones (citoplasmática y nuclear) a los tiempos 
evaluados. Por otro lado es necesario resaltar que en la fracción nuclear se observa una 
banda a 100 KDa que registra un aumento de 2.8 veces a las 4 h de tratamiento, a diferencia 
de la fracción citoplasmática donde estas bandas no aparecen o presentan baja intensidad. 
Varios autores han descrito cambios en la banda de 100 KDa, que posiblemente 
corresponde a formas fosforiladas de Nrf2, asociadas a la activación de esta proteína (Kang 
et al., 2002; Pi et al., 2007; Granado-Serrano et al., 2010; Qin y Hou 2016) 

Por el contrario el nivel de la proteína NFkB no presentó cambios significativos en ninguna 
de las fracciones celulares evaluadas respecto al control (Figura 15B); no obstante, se 
observa una disminución en la abundancia de esta proteína en la fracción nuclear y un 
aumento en la fracción citoplasmática a las 24 h de tratamiento con IsoLQ. 
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Figura 15. Localización celular  de los factores de transcripción (A) Nrf2 y (B) NFkB  en las 
células LLCPK1 tratadas con IsoLQ 25 µM por diferentes horas.  Los datos se presentan 
como la media ± EEM (n= 3). *** p<0.001 vs control. 
 
 
6.6 Efecto de la IsoLQ sobre marcadores de apoptosis en células tratadas con 

cisplatino e isoliquiritigenina. 

 

Uno de los principales mecanismos de muerte inducido por cisplatino es a través de la 
apoptosis vía intrínseca, regulada en parte por el balance entre proteínas antiapoptóticas 
como Bcl2 y proteínas proapotóticas como Bax. En este estudio se midió el nivel de estas 
dos proteínas a las 8, 10, 12 y 24 horas de tratamiento con cisplatino en células sin y pre-
tratadas con IsoLQ por 24 h (Figura 16). Se observa que no se presentaron cambios 
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significativos en el nivel de Bax entre los dos grupos experimentales y el control; sin 
embargo en las células tratadas con IsoLQ el nivel de Bcl2 a las 10 y 12 h de tratamiento 
con cisplatino aumentó 1.7 veces respecto al control con una posterior caída a las 24 h. 
Entre las células tratadas con cisplatino, aquellas que recibieron IsoLQ presentaron un 
aumento significativo del 42.8% del nivel de esta proteína a las 12 h de tratadas con 
cisplatino respecto a las que no fueron pretratadas con esta chalcona. Además el cisplatino 
aumentó en 21 veces la expresión de caspasa 3 escindida respecto al control, mientras que 
el pretratamiento con IsoLQ disminuyó este en un 40%; esto nos confirma que la IsoLQ 
disminuye la muerte celular dada por la activación de caspasas ejecutoras, específicamente 
la caspasa 3 (Figura 17) 
 
 

 

A) 
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Figura 16. Cambios en el nivel de Bcl2 (A) y Bax (B)  en células LLCPK1 tratadas o no con 
IsoLQ. Las células se trataron con IsoLQ 25 µM (barras rojas) o DMSO 0.05% (barras 
blancas) por 24 h y posteriormente con Cisp 35 µM por diferentes tiempos. Los datos se 
presentan como la media ± EEM (n=3). * p<0.05, # p<0.01 vs control (C). 
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Figura 17. La IsoLQ reduce el nivel de proteína caspasa 3 escindida en células LLCPK1 
tratadas con cisplatino. Las células fueron tratadas con o sin IsoLQ 25 µM por 24 h y 
posteriormente con Cisp 35 µM por diferentes tiempos. Los datos se presentan como la 
media ± EEM (n=3). * p<0.05; # p<0.05 vs control. 
 
 
6.7 Efecto de la isoliquiritigenina y cisplatino sobre la viabilidad de células de 

carcinoma de vejiga HTB4 

 

Parar evaluar el efecto de la IsoLQ sobre la actividad antineoplásica de cisplatino, se 
determinó la viabilidad de las células de carcinoma de vejiga HTB4 al administrarles 
cisplatino e IsoLQ por 24 h de forma independiente, para posteriormente determinar si la 
IsoLQ afecta la disminución de la viabilidad ocasionada por cisplatino en un modelo de 
pretratamiento de 24 h. En la figura 18 se observa que a medida que aumenta la 
concentración de cisplatino (10-500 µM) e IsoLQ (25-100 µM) disminuye la viabilidad de las 
células HTB4.  A partir de estos resultados se deduce que la IsoLQ tiene una mayor 
potencia ya que se requieren menores concentraciones de IsoLQ que de cisplatino para 
disminuir la viabilidad celular al 50% (Cisp 100 µM e IsoLQ 50 µM). De igual forma se 
determinó que el vehículo que se utiliza para administrar la IsoLQ (DMSO< 0,1%) no afecta 
la viabilidad de estas células (Figura 18C). 
 
Por otro lado cuando las células se trataron con IsoLQ (5-25 µM) por 24 h y posteriormente 
con cisplatino por 24 h (Figura 19), se observó una reducción de la viabilidad de 
aproximadamente el 22% comparadas con las células tratadas solo con IsoLQ y una 
disminución significativa a partir del pretratamiento con 15 µM (p<0.001) respecto al 
tratamiento solo con cisplatino 100 µM. Es necesario resaltar que las concentraciones 
evaluadas en este experimento son las mismas que se utilizaron para determinar el efecto 
citoprotector de la IsoLQ en las células LLCPK1 (células no tumorales) ante el daño con 
cisplatino; esto nos indica un efecto diferencial de este compuesto entre células tumorales 
y no tumorales. 
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Figura 18. La isoliquiritigenina (IsoLQ) y cisplatino (Cisp) disminuyen la viabilidad de las 
células de carcinoma de vejiga HTB4. Las células HTB4 se trataron con diferentes 
concentraciones de Cisp (A), IsoLQ (B) y DMSO (C) por 24 h. La viabilidad celular fue 
determinada por el ensayo de FDA. Los datos se presentan como la media ± EEM (n= 3). 
** p<0.01, *** p<0.001 vs control. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. El pretratamiento con isoliquiritigenina (IsoLQ) mejora la toxicidad inducida por 
cisplatino en las células HTB4. Las células se  trataron con diferentes concentraciones de 
IsoLQ por 24 h y posteriormente con o sin cisplatino 100 µM por 24 horas. Los datos se 
representan por la media ± EEM (n=4). *** p<0.001, # p<0.001 vs a Cisp solo (barra negra). 
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7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS  

 

 

 

La IsoLQ es una chalcona que se ha caracterizado por su actividad antineoplásica en varias 
líneas celulares tumorales y también como citoprotector en varios modelos in vitro e in vivo 
de daño por agentes tóxicos, destacándose por su actividad antioxidante, antiinflamatoria y 
antiapoptótica. El objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto de la IsoLQ sobre  
el efecto nefrotóxico de cisplatino así como su efecto sobre  la actividad antineoplásica de 
éste; para ello se utilizaron dos líneas celulares, una de túbulo proximal de cerdo LLCPK1 
que representan el tipo de célula en el riñón que más daño recibe cuando se administra 
cisplatino (Pabla y Dong 2008) y la línea tumoral HTB4 de carcinoma de vejiga. 

Inicialmente se determinó que a concentraciones por debajo de 25 µM de IsoLQ la viabilidad 
celular no cambia respecto al control (figura 8A) mientras que a concentraciones superiores 
esta disminuye (datos no reportados). Esto concuerda con lo informado por otros autores, 
quienes describen una caída de la viabilidad a concentraciones por encima de 20 µM en 
otras líneas celulares (Kwon et al., 2007; Lee et al., 2009; Kang et al., 2010). Esto sugiere 
que el efecto observado en este estudio es dependiente de la dosis suministrada, a dosis 
bajas la IsoLQ podría estar activando vías de señalización que favorecen la supervivencia 
celular, mientras que a dosis altas es tóxica; esto corresponde a un carácter hormético por 
parte de este compuesto (Mattson 2008). Por esta razón se evaluaron dosis entre 5 y 25 
µM en un modelo de pre tratamiento de 24 h frente al daño ocasionado por cisplatino; bajo 
esas condiciones, 25 µM de IsoLQ atenuó la disminución de la viabilidad celular (Figura 9 
y 10A ) y activación de caspasa 3 (Figura 17) ocasionada por este antineoplásico. Dada 
esta evidencia se investigó un posible mecanismo por el que la IsoLQ podría estar 
reduciendo la muerte ocasionada por cisplatino en las células LLCPK1. 

El cisplatino induce daño renal por aumento en la producción de ERO, como anión 
peroxinitrito, peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo y anión superóxido, cuyo incremento 
se ha asociado con las primeras etapas de daño. Sin embargo,  podrían estar presente 
hasta la muerte celular, provocando modificaciones en lípidos y proteínas, contribuyendo 
de esta forma al daño celular (Chirino y Pedraza 2009). En este estudio se determinó que 
la IsoLQ presenta actividad antioxidante frente al radical peroxilo, anión peroxinitrito y 
peróxido de hidrógeno a las condiciones especificadas en la metodología (Figura 7), lo que 
podría estar contribuyendo a su acción cito-protectora frente al daño por cisplatino; además 
se ha reportado que compuestos derivados de su metabolismo también presentan actividad 
antioxidante (Nerya et al., 2004; Guo et al., 2008). No obstante, no se observó un efecto en 
la viabilidad celular a horas tempranas de pretratamiento con IsoLQ, y aunque podría estar 
contribuyendo en horas tardías (entre 8 y 24 h de pretratamiento) se sugiere un mecanismo 
por inducción de proteínas cito-protectoras como las enzimas antioxidantes. 
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Dentro de las enzimas antioxidantes evaluadas, la IsoLQ ocasionó un aumento significativo 
en los niveles de HO-1 desde las 6 horas de pretratamiento (Figura 11), manteniendo 
niveles altos hasta las primeras 12 h de tratamiento con cisplatino (Figura 12), lo que puede 
estar asociado con la atenuación de la muerte inducida por este fármaco registrada desde 
las 8 h de pretratamiento con IsoLQ, no obstante solo se presentó un aumento de SOD-1 a 
las 24 h de pretratamiento sin observarse ningún cambio en el nivel de CAT y GR.  

Aunque desconocemos si la IsoLQ podría estar induciendo un aumento en la expresión de 
otras enzimas antioxidantes en las células LLCPK1, otros autores han informado que la 
IsoLQ induce un aumento en la expresión de los genes que codifican enzimas como la 
NADPH quinona oxidoreductasa (NQO1) y GCLC involucrada en la síntesis de glutatión, en 
tejido de colon e hígado de ratas Sprague-Dawley (Cuendet et al., 2010) y células HepG2 
(Gong et al., 2015), respectivamente. Cuendet et al. (2010) también informo que la IsoLQ 
aumentó la actividad de GST y los niveles de GSH en tejido hepático. Según esto,  la IsoLQ 
induce por si sola el nivel de expresión de algunas enzimas antioxidantes, y además se ha 
reportado que es capaz de prevenir la disminución del nivel de glutatión, el nivel de las 
proteínas NQO1, HO-1 y de la actividad enzimática de CAT y SOD provocado por  
tetracloruro de carbono en ratones (Zhao et al., 2015) y triptolite (Cao et al., 2016)  en 
células hepáticas.  

En varios estudios se ha reportado que el cisplatino disminuye el nivel de glutatión y la 
actividad de varias enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GR (Sadzuka et al., 1992; 
Kruidering et al., 1997; Kim et al., 2011), no obstante en este trabajo no se midió si la IsoLQ 
es capaz de prevenir este efecto o si la expresión de estas proteínas estaba alterada. Sin 
embargo se determinó que el nivel de HO-1 durante el tratamiento con cisplatino fue mayor 
en las células tratadas con IsoLQ (Figura 12).   

La HO-1 es una enzima que cataliza la degradación del grupo hemo en biliverdina, hierro y 
monóxido de carbono, posteriormente la biliverdina se reduce a bilirrubina por acción de la 
enzima biliverdin reductasa; todos estos productos se han sugerido como los principales 
mediadores del efecto citoprotector de la HO-1 en varios modelos in vitro e in vivo de daño 
celular y tisular (Prawan et al., 2005; Gozzelino et al., 2014). La HO-1 es inducida por un 
amplio número de estímulos fisiológicos y patológicos, incluidos señales de estrés celular, 
citoquinas y factores de crecimiento (Sikorsk et al., 2004; Hill-Kapturczak 2007), inhibir su 
actividad y su expresión genera un severo daño celular. Por ello varios investigadores han 
optado por inducir su expresión como una alternativa para amortiguar el daño generado por 
varios estímulos tóxicos (Prawan et al., 2005).  

Existe evidencia que la inhibición de la actividad enzimática de esta proteína por meso y 
proto porfirinas en líneas celulares de túbulo proximal y su deficiente expresión en ratones 
knockout resulta en un severo daño celular en respuesta al tratamiento con cisplatino, 
mientras que su sobreexpresión génica e inducción química reducen su efecto nefrotóxico 
(Shiraishi et al., 2000; Schaaf et al., 2002; Jung et al., 2014; Tayem et al., 2014; Bolisetty et 
al., 2015). Esto soporta el papel citoprotector de la expresión de HO-1 en el daño renal 
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inducido por cisplatino; nosotros demostramos que la IsoLQ induce esta enzima y que su 
inhibición por SnMP bloquea su efecto sobre la muerte celular inducida por cisplatino 
(Figura 13). Este hallazgo puede estar relacionado con la regulación del proceso de 
apoptosis.  En varios modelo de daño se ha asociado la expresión de HO-1 con un aumento 
en el nivel de proteínas antiapoptóticas como Bcl2 y Bcl-xL (Di Noia et al., 2005; Olszanecki 
et al., 2007; Goodman et al., 2007). Estas proteínas inhiben proteínas proapoptóticas 
efectoras como Bax y Bak,  y en consecuencia disminuyen o inhiben la apoptosis vía 
mitocondrial (Tait y Green et al., 2010) 

En nuestro estudio mostramos que la IsoLQ ocasionó un aumento en el nivel de Bcl2 a las 
10 y 12h de tratamiento con cisplatino  y aunque no se observaron diferencias en el nivel 
de Bax (Figura 16), la activación de caspasa 3 se redujo cuando la IsoLQ se adicionó  a las 
células LLCPK1 (Figura 17). Tayem et al. (2014) informaron que el compuesto protoporfirina 
de estaño revierte el efecto citoprotector de conjugados de isocianatos de cisteína, al 
reestablecer el nivel de actividad de caspasa 3 en las células LLCPK1 tratadas con 
cisplatino. Bolisetty et al. (2015) también observaron un aumento en la actividad de caspasa 
3 en los túbulos proximales de ratones HO-1-/- que fueron tratados con cisplatino, 
comparados con los ratones HO-1+/+ que recibieron el mismo tratamiento. Según esto, la 
HO-1 sería uno de los reguladores esenciales del efecto citoprotector de la IsoLQ en este 
modelo de daño. Es necesario aclarar que las metaloporfirinas al tener una estructura 
similar al grupo hemo no son selectivas y pueden inhibir otras hemoproteínas como la HO-
2, la sintasa de óxido nítrico (NOS) y citocromos P450 (Pittalà et al., 2013); por esta razón 
se recomienda confirmar este hallazgo con inhibidores específicos o con técnicas 
moleculares como la deleción del gen o silenciamiento de su expresión. 

Los mecanismos por los cuales la HO-1 regula el proceso de apoptosis no están claramente 
dilucidados, no obstante sus efectos antiapoptóticos están relacionados con su actividad 
enzimática, ya que disminuye los niveles endógenos del grupo hemo libre. Ésta es una 
molécula que a altas concentraciones es citotóxica debido a que es un agente prooxidante 
(Gozzelino et al., 2014). Se ha informado que el cisplatino ocasiona un aumento del 
contenido del grupo hemo libre que al degradarse libera ion ferroso (Fe2+); éste  cataliza la 
producción de radicales libres por la reacción de Fenton y en parte explica la nefrotoxicidad 
ocasionada por cisplatino (Agarwal et al., 1995; Baliga et al., 1998). 
 
La inducción de HO-1 está acoplada con la inducción de ferritina y ferroportina, proteínas 
encargadas del almacenamiento y exportación del hierro intracelular; estas proteínas 
impiden que el hierro actúe como un agente prooxidante, de modo que su uso mimetiza el 
efecto citoprotector de la HO-1 en modelos de isquemia-reperfusión en hígado y 
nefrotoxicidad por cisplatino (Berberat et al., 2003; Zarjou et al., 2013). De igual forma la 
biliverdina y bilirrubina, productos de la degradación del grupo hemo, tienen efecto 
antiapoptótico como consecuencia de su capacidad antioxidante, lo que evita la activación 
sostenida de la proteína JNK por ERO (Kamata et al., 2005; Ray et al., 2012). La proteína 
JNK activa factores de transcripción que inducen la expresión de genes de proteínas 
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proapoptóticas y además modula su actividad (Dhanasekaran y Reddy 2008). Kim et al. 
(2006) determinaron que la bilirrubina disminuye la producción de ERO inducida por 
cisplatino en las células auditivas  HEI-OC1 y atenúa la caída de la viabilidad ocasionada 
por este fármaco. 
 
El monóxido de carbono (CO) producto de la degradación del grupo hemo también presenta 
efectos cito-protectores mediados por la activación de MAPK cinasas (p38) y de cinasas de 
fosfatidilinositol 3/Proteína cinasa B (PI3K/Akt), que están involucradas en procesos de 
supervivencia y muerte celular (Zhang X, et al., 2003; Silva et al., 2006; Kim et al., 2013). 
Zhang X et al. (2005) informaron que el CO modula diferencialmente a las proteínas  
transductor de señal y activador de la transcripción 1/3 (STAT 1/3) mediante la activación 
de las cinasas PI3K/Akt y p38 MAPK en un modelo de anoxia y reoxigenación en células 
endoteliales PAEC. Estos factores de transcripción median respuestas pro y 
antiapoptóticas, un ejemplo de ello es la reducción de la expresión de Fas y actividad de 
caspasa 3 cuando se administró CO en este modelo de estudio. Tayem et al. (2006) 
observaron que la nefrotoxicidad inducida por cisplatino fue atenuada por una molécula de 
liberación de CO (CORM-3) en células LLCPK1 por disminución de la actividad de caspasa 
3; efecto que se bloquea al inhibir la proteína guanilato ciclasa que cataliza la ciclación 
molecular de trifosfato de guanosina (GTP) a monofosfato de guanosina cíclico (cGMP); 
este último es un segundo mensajero que modula funciones fisiológicas, como 
vasodilatación, inflamación y apoptosis (Shen et al., 2016).  
 
Por otro lado la HO-1 también regula indirectamente la apoptosis mediante la activación de 
PI3K/Akt y p38. Estas proteínas no solo están involucradas en la inducción de esta enzima 
por fosforilación del factor de transcripción Nrf2 (Martin et al., 2004; Harrison et al., 2006; 
Kim et al., 2010; Chen et al., 2012), también regulan procesos de supervivencia celular que 
están relacionados con los efectos citoprotectores de la HO-1 (Brunt et al., 2006; Yeh et al., 
2009).  

La regulación de la HO-1 se da principalmente a nivel transcripcional por varios factores de 
transcripción como AP-1, NFkB, STAT y Nrf2, no obstante numerosos estudios han 
reportado que la inducción de esta enzima está regulada principalmente por Nrf2 (Sikorski 
et al., 2004; Paine et al., 2010). Aunque se observó que la IsoLQ promueve la translocación 
de esta proteína al núcleo a las 4h de tratamiento con IsoLQ (Figura 15), no se observaron 
cambios en todas las enzimas antioxidantes evaluadas y que se conoce son reguladas por 
Nrf2 (CAT y GR); esto puede deberse al rápido recambio de esta proteína, cuyo tiempo de 
vida media es menor a 20 min (Baird et al., 2011) y/o a que otros factores de transcripción 
están involucrados en la inducción diferencial de estas enzimas. Es importante demostrar 
que Nrf2 en la fracción nuclear se está uniendo a la secuencia ARE de la región promotora 
de los genes que codifican estas enzimas y evaluar la dependencia de su expresión por 
Nrf2 en este modelo. 
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La IsoLQ es capaz de inducir un aumento de la expresión de Nrf2 en otras líneas celulares 
como la HepG2, Gong et al. (2015) informo que 20 µM de IsoLQ aumentó el nivel de esta 
proteína en el núcleo de estas células a las 8 h de tratamiento, y como consecuencia la 
transcripción de algunos genes regulados por este factor de transcripción fue incrementado, 
entre ellos el gen que codifica la enzima glutamato cistein ligasa involucrada en la 
biosíntesis de glutatión. Cao et al. (2016) también observaron que la IsoLQ aumenta el nivel 
de HO-1 y NQO1 vía Nrf2 en células HepG2, lo que explicaría su efecto hepatoprotector 
frente al daño con triptolido. 
 
En conjunto los resultados presentados demuestran que la IsoLQ tiene un efecto moderado 
sobre la nefrotoxicidad inducida por cisplatino en parte por su capacidad de inducir HO-1 
en las células LLCPK1, mediado posiblemente por la translocación de Nrf2 al núcleo en 
horas tempranas durante el pretratamiento. 
 
Debido a que el uso de suplementos antioxidantes es controversial durante el tratamiento 
contra el cáncer, algunos autores informan que estos disminuyen el daño oxidativo 
generado por la radioterapia y la quimioterapia, mientras que otros reportan que los 
antioxidantes pueden proteger tejidos normales de la toxicidad inducida por los fármacos 
antineoplásicos sin alterar el crecimiento del tumor (Lawenda et al., 2008; Tong et al., 2015). 
En este estudio se determinó si la IsoLQ interfiere con la actividad antitumoral de cisplatino 
en las células HTB4 de cáncer de vejiga. 
 
Primero se encontró que la IsoLQ disminuyó la viabilidad de estas células en 
concentraciones arriba de 25 µM (figura 18) a las 24 horas de incubación, y se observó una 
mayor caída de esta después de un periodo de 24 h solo con medio sin suero fetal (figura 
19); esto sugiere que las células no tienen la capacidad de recuperarse después de 
suspendido el estímulo, lo que corresponde a lo encontrado por varios autores, quienes han 
reportado que la IsoLQ tiene propiedades anti proliferativas y apoptóticas en diferentes tipos 
de cáncer (Peng et al., 2015). Sun et al. (2013) encontraron que la IsoLQ disminuye los 
niveles intracelulares de ERO, aumenta la proporción GSH/GSSG y disminuye el nivel de 
Nrf2 en las células HepG2 (carcinoma hepático) durante las 6 primeras horas de 
tratamiento, sin embargo los niveles de ERO aumentan después de este tiempo y en 
consecuencia genera un desequilibrio redox por la sobreproducción de ERO y una débil 
defensa antioxidante. A ese tiempo las células presentaron una mayor sensibilidad a la 
radioterapia debido a la generación de ERO inducida por los rayos-X, lo que resulto en la 
inhibición del crecimiento celular y un aumento de células en apoptosis. Esto es un claro 
ejemplo de que la IsoLQ puede actuar como una molécula prooxidante al inducir un 
ambiente intracelular reductivo y disminuir la defensa antioxidante de células cancerígenas. 
 
Ya establecido que la IsoLQ es citotóxica para las células HTB4, se determinó el efecto de 
este compuesto sobre la actividad de cisplatino en un modelo de pretratamiento, para esto 
se trabajó con las mismas dosis de IsoLQ utilizadas con las células LLCPK1 en el modelo 
de citoprotección. En este caso se observó un efecto contrario en las células tumorales 
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HTB4, la IsoLQ exacerba la muerte celular cuando se administra 24 h antes que el cisplatino 
en comparación a cuando solo se suministra este fármaco o la IsoLQ (Figura 19). Lee et al. 
(2008) reportan que la IsoLQ disminuye el volumen de tumor en ratones BALB/c inoculados 
con células de cáncer de colon (CT26), no obstante cuando se suministró vía oral dos horas 
antes que cisplatino no se observó ningún cambio en comparación a cuando solo se 
administró este fármaco. La IsoLQ en este caso tuvo un efecto nefroprotector y 
hepatoprotector ante la toxicidad del cisplatino.  

De lo anterior concluimos que la IsoLQ no interfiere con la actividad antineoplásica de 
cisplatino, por el contrario puede exacerbar el daño ocasionado por éste en algunas líneas 
tumorales y además tener un efecto citoprotector en células no tumorales. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 

 

 La IsoLQ disminuye el daño ocasionado por cisplatino en las células LLCPK1, 
posiblemente por su capacidad de inducir un aumento del nivel de Nrf2 en núcleo y 
la expresión de enzimas antioxidantes como HO-1 y SOD-1. 
 

 La HO-1 en parte media el efecto citoprotector de la IsoLQ frente al daño por 
cisplatino en las células LLC-PK1, debido posiblemente a las propiedades 
antiapoptóticas de los productos de la degradación del grupo hemo a nivel celular. 

 
 La IsoLQ ejerce un efecto tóxico dependiente de la concentración en la línea tumoral 

HTB4. 
 

 La IsoLQ no afecta la actividad antineoplásica de cisplatino en las células HTB4 en 
un modelo de pretratamiento de 24 h, por el contrario exacerba el daño ocasionado 
por este fármaco. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 

 

 Para determinar si realmente la HO-1 está mediando el efecto citoprotector de la 
IsoLQ contra el daño con cisplatino, se recomienda hacer ensayos de viabilidad 
celular y determinación de marcadores de apoptosis en células transfectadas con 
un plásmido que codifique para un ARN de interferencia shHO-1. 
 

 Es importante demostrar que Nrf2 en la fracción nuclear se está uniendo a la 
secuencia ARE de la región promotora del gen que codifica para la HO-1. Para esto 
se recomienda transfectar las células con un constructo que tenga  la secuencia 
ARE del promotor del gen de la HO-1 y un gen reportero como la luciferasa o la 
proteína verde fluorescente GFP, además se pueden hacer ensayos de cambio de 
la corrida electroforética (EMSA). También se sugiere transfectar las células con 
ARN de interferencia shNrf2 para determinar la dependencia de la expresión de HO-
1 por Nrf2 en este modelo. 

 
 Estudiar  los posibles mecanismos que median el efecto citotóxico de la IsoLQ en 

las células HTB4 y evaluar su efecto en células epiteliales de vejiga no tumorales. 
 

 Evaluar en un modelo in vivo el efecto nefroprotector de la IsoLQ frente al daño con 
cisplatino y demostrar que no interfiere con la actividad antineoplásica de este 
fármaco en un modelo de implante xenográfico de tumor, profundizando en las 
respuestas diferenciales entre células tumorales y no tumorales. Además determinar 
si esto está relacionado con la biodisponibilidad de la IsoLQ en cada órgano. 
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