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RESUMEN

El cisplatino (CP) es un farmaco antineoplasico que induce nefrotoxicidad como efecto
secundario. El estrés oxidante y el estrés de reticulo endopldsmico (RE) son algunos de los
mecanismos de dafio involucrados en la nefrotoxicidad inducida por el CP. La
isoliquiritigenina (IsoLQ) es un flavonoide con propiedades antioxidantes e inductor de
estrés de RE en células cancerosas. Los estudios in vitro e in vivo han revelado que la
hormesis mediada por el estrés de RE es citoprotectora; por lo tanto, los antioxidantes
naturales y los inductores de estrés de RE se han utilizado para prevenir la lesion renal. Este
estudio tiene como objetivo explorar si el pre-tratamiento con la IsoLQ induce estrés de
RE, produce hormesis y atentia el estrés oxidante para proteger a las células epiteliales
renales de cerdo (LLC-PK1) y al rifién de rata en la toxicidad inducida por CP.

Durante la primera etapa del estudio en el modelo in vitro, se determinaron la
concentracion protectora y el tiempo de pre-tratamiento de la IsoLQ en la toxicidad
inducida por el CP. En la segunda etapa del modelo in vitro, se evalu6 el efecto del pre-
tratamiento con la IsoLQ sobre la viabilidad celular, el estrés de RE y el estrés oxidante. El
pre-tratamiento con la IsoLQ en células tratadas con el CP induce la expresion de las
proteinas reguladas por glucosa de 78 y 94 kDa (GRP78 y GRP94, respectivamente), el
activador del factor de transcripcion 4 (ATF4) y la beclina-1 y atenta la muerte celular
inducida por el CP. Ademas, disminuye produccion de las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y previene la disminucion de la relacion glutation/glutation disulfuro (GSH/GSSG),
los niveles de tioles libres y la actividad de la glutation reductasa (GR). Estos datos
sugieren que el pre-tratamiento con la IsoLQ tiene un efecto protector moderado sobre la
toxicidad inducida por el CP en las células LLC-PK1, a través de la hormesis mediada por
el estrés de RE, asi como por las propiedades antioxidantes de la 1soLQ.

Por otro lado, en el modelo murino el pre-tratamiento con la IsoLQ disminuyd el
incremento en los niveles de creatinina plasmatica y el nitrdgeno de urea en sangre (BUN)
causados por el CP. No se observan cambios en la expresion proteica de GRP78 y GRP94
en la corteza renal. Por lo tanto, se sugiere realizar un aislamiento de cada seccion de la

nefrona, para observar los cambios en la expresion proteica de estas chaperonas en el



glomérulo, tubulo distal y tabulo proximal. Sin embargo, el pre-tratamiento con la IsoLQ
previene la disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes GR y glutation
peroxidasa (GPx) y atenUa la lipoperoxidacion en la corteza renal. Estos datos sugieren que
el efecto protector de la IsoLQ con la dosis y esquema de tratamiento utilizado en el

modelo in vivo esté relacionado con sus propiedades antioxidantes.

ABSTRACT

Cisplatin (CP) is an antineoplastic drug that induces nephrotoxicity as a side effect, among
others. Oxidative stress and endoplasmic reticulum (ER) stress are some of the damage
mechanisms involved in CP-induced nephrotoxicity. Isoliquiritigenin (IsoLQ) is a
flavonoid with antioxidant properties and an inducer of ER stress in cancer cells. In vitro
and in vivo studies have revealed that ER stress-mediated hormesis is cytoprotective;
therefore, natural antioxidants and stress inducers of ER have been used to prevent kidney
injury. This study aims to explore whether IsoLQ pre-treatment induces ER stress, produces
hormesis and attenuates oxidative stress to protect porcine renal epithelial cells (LLC-PK1)
and rat kidney against CP-induced toxicity.

During the first stage of the study in the in vitro model, the protective concentration and
pre-treatment time of IsoLQ against CP-induced toxicity were determined. In the second
stage of the in vitro model, the effect of IsoLQ pre-treatment on cell viability, ER stress and
oxidative stress was evaluated. 1soLQ pre-treatment in cells treated with CP induces the
expression of glucose-regulated proteins 78 and 94 kDa (GRP78 and GRP94, respectively),
the activating transcription factor 4 (ATF4) and beclin-1 and attenuates the CP-induced cell
death. In addition, it reduces the production of reactive oxygen species (ROS) and prevents
the decrease in glutathione/glutathione disulfide ratio (GSH/GSSG), free thiols levels and
glutathione reductase activity (GR). These data suggest that IsoLQ pre-treatment has a
moderate protective effect on CP-induced toxicity in LLC-PK1 cells, through ER stress-
mediated hormesis, as well as the antioxidant properties of IsoLQ.

On the other hand, in the murine model, 1soLQ pre-treatment decreased the increased in
plasma creatinine and blood urea nitrogen (BUN) caused by CP. No changes were observed

in protein expression of GRP78 and GRP94 in renal cortex. Therefore, it is suggested to



perform an isolation of each section of the nephron, to observe changes in protein
expression of GRP78 and GRP94 in glomerulus, distal and proximal tubules. However,
IsoLQ pre-treatment prevents the decrease in the activity of the antioxidant enzymes GR
and glutathione peroxidase (GPx) and attenuates lipoperoxidation in renal cortex. These
data suggest that the protective effect of IsoLQ with the dose and treatment scheme used in

the in vivo model is attributed to its antioxidant properties.



1. INTRODUCCION

1.1 Cisplatino (CP)

El cis-diaminodicloroplatino Il (cisplatino, CP) es un farmaco antineoplasico utilizado para
el tratamiento de diferentes tipos de cancer: cabeza, cuello, vejiga, pulmon, estbmago, Utero
y testiculos. El uso clinico del CP fue aprobado por la Administracién de Medicamentos y
Alimentos (Food and Drug Administration) desde 1978 para su uso clinico, sin embargo,
induce efectos colaterales relevantes, por ejemplo, la nefrotoxicidad (Einhorn & Donohue,
2002; Hu et al., 2014). Algunos estudios han indicado que aproximadamente del 25-35% de
los pacientes tratados con el CP desarrollan dafio renal (dos Santos et al., 2012; Miller et
al., 2010; Sancho-Martinez et al., 2012). Sin embargo, un estudio del 2015 describié que el
68% de los pacientes con cancer de cabeza y cuello tratados con el CP y la radioterapia
desarrollaron insuficiencia renal aguda (IRA), independientemente del tratamiento con
liquidos y con manitol, utilizados habitualmente como terapia adyuvante (Bhat et al., 2015).
Actualmente, el tratamiento con el CP de la mayoria de los pacientes con cancer es
administrado en dosis bajas de manera repetitiva, en lugar de una dosis alta, para evitar el
dafio renal (Sharp & Siskind, 2017). Aunque este enfoque puede prevenir la IRA, la
administracion continua del CP genera un aumento progresivo de inflamacién que produce
enfermedad renal cronica (ERC) y con ello el desarrollo de fibrosis (Okada et al., 2017;
Sharp et al., 2016; Sharp & Siskind, 2017).

La administracién terapéutica del CP se realiza por via intravenosa y se distribuye en el
rifidn, higado e intestinos. Este farmaco es eliminado via urinaria por filtracion glomerular
y secrecion tubular y se acumula en las células renales, particularmente en los tabulos
proximales y distales (Arany & Safirstein, 2003). El dafio renal se caracteriza por el
incremento en los niveles de nitrogeno de urea en sangre (BUN, blood urea nitrogen),
creatinina sérica, glucosuria y proteinuria y la disminucion de la tasa de filtracion
glomerular (Miller et al., 2010).

El CP ingresa a la célula a través de los transportadores de cationes orgénicos 2 (OCT-2) y
el de cobre 1 (Ctr-1), localizados principalmente en las membranas de las células del tubulo
proximal (Arany & Safirstein, 2003; Miller et al., 2010; Pabla & Dong, 2008; Yao et al.,



2007). En el interior de las células, se bioactiva al hidrolizarse los atomos de cloro,
formando un compuesto electrofilo, el cual reacciona con macromoléculas y

subsecuentemente, induce dafio celular (Miller et al., 2010; Pascoe & Roberts, 1974).

El mecanismo de nefrotoxicidad por el CP se ha estudiado en los ultimos cincuenta afios y
se han identificado mdltiples blancos moleculares, los cuales se describen brevemente a

continuacion.

1.1.1 Mecanismos de toxicidad del CP

Unidn con acido desoxirribonucleico (ADN) y alteracion en la expresion génica
Al bioactivarse el CP, el compuesto electréfilo resultante forma enlaces covalentes con las

purinas (posicion Nv), produciendo principalmente entrecruzamiento intracatenario y en
menor frecuencia intercatenario. EI CP y las bases de ADN pueden formar monoaductos,
en los que un solo ligando de cloruro se reemplaza por una molécula de agua. Los aductos
bifuncionales se forman al cerrarse el anillo de los aductos monofuncionales con otra base
de ADN (adenina o guanina) o reemplazando el segundo ligando de cloro y luego cerrando
el anillo. El entrecruzamiento genera una distorsion en la estructura del ADN que altera los
mecanismos de reparacion de ADN, deteniendo su replicacion e induciendo la muerte
celular (Ghosh, 2019; Volarevic et al., 2019).

El entrecruzamiento intracatenario activa a p53, regulador de la transcripcion de proteinas
proapoptdticas, involucradas tanto en las vias intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis.
Ademas, p53 promueve la expresion del gen que codifica la proteina p53-modulador de
apoptosis regulado al alza (PUMA), que interrumpe la interaccion del linfoma de células B
extragrande (Bcl-xL) y proteinas X (Bax) asociadas a Bcl-2, lo que conduce a la formacién
de poros y liberacién de proteinas implicadas en la apoptosis, como el citocromo ¢ (Jiang et
al., 2006; Nakano & Vousden, 2001; Tsuruya et al., 2008; S. Zhu et al., 2015). Otra de las
proteinas inducidas por p53 es la proteina con dominio de muerte (PIDD), que participa en
la activacion de caspasa-2, proteina que desencadena la liberacion del factor inductor de
apoptosis y endonucleasa G de mitocondrias (Seth et al., 2005; Zhu et al., 2015). Es
importante destacar que el dafio al ADN inducido por el CP también provoca la apoptosis
independiente de p53, por ejemplo, este fendmeno conduce a la activacién de c-Abl y p73
(Zhu et al., 2015).



Estrés oxidante y nitrante
La produccién de las especies reactivas de oxigeno (ERO), la disminucion del sistema

antioxidante, la oxidacién de lipidos y la modificacion de proteinas generan estrés oxidante
y nitrante. En el interior de las células, la enzima glutation S-transferasa (GST) cataliza la
unioén del CP con el glutation (GSH) y, consecuentemente causa la disminucién de éste en
la célula y altera el sistema antioxidante. Los aductos del CP con el GSH forman tioles que
reaccionan con macromoléculas como lipidos y proteinas, a través de la enzima y-
glutamiltranspeptidasa y aminodipeptidasa, expresadas en la superficie de las células del
tubulo proximal. Finalmente, el aumento en la produccion de oxido nitrico (NO") y de las
ERO, conducen a la formacion de especies reactivas de nitrégeno, que a su vez inducen la
nitracién de proteinas e inactivacion de enzimas contribuyendo al dafio renal (Chirino &
Pedraza-Chaverri, 2009; dos Santos et al., 2012; Miller et al., 2010; Townsend et al., 2003;
Wainford et al., 2008).

Dafio mitocondrial
El CP disminuye los niveles de GSH mitocondrial y con ello altera el sistema antioxidante

de este organulo (Santos et al., 2008). Ademas, el CP se une al ADN mitocondrial lo cual
provoca la disminucion en la expresion de proteinas del sistema de transporte de electrones,
altera la respiracion mitocondrial y aumenta la produccion de las ERO (Marullo et al.,
2013). A su vez, el aumento de la produccidon de las ERO puede dafiar los complejos
respiratorios, incrementando el dafio y promoviendo la muerte celular (Zsengellér et al.,
2012). Ademas del dafio al ADN mitocondrial, el CP altera la bioenergética mitocondrial,
la cual esta relacionada con la necrosis renal (Ozaki et al., 2013) y disminuye la oxidacion
de &cidos grasos regulando a la baja la actividad del receptor activado por proliferadores de
peroxisomas (PPAR); éste es un factor de transcripcion que modula la expresion de
enzimas implicadas en el metabolismo de los acidos grasos, la principal fuente de energia

en los tubulos proximales (Portilla et al., 2002).

Estrés de reticulo endoplasmico (RE)
Las ERO producidas y los tioles reactivos generados a partir del GSH, alteran la

homeostasis proteica en el RE. Las proteinas desplegadas o mal-plegadas acumuladas en el

lumen del RE, activan la respuesta a proteinas no plegadas (UPR) que desencadena la



muerte celular a través de la apoptosis mediada por el estrés de RE (Foufelle & Fromenty,
2016b; Liu & Baliga, 2005; Oh et al., 2016; Peyrou & Cribb, 2007; Sharp et al., 2016). Es
importante destacar que el aumento en la produccion de las ERO esta involucrada en la
activacion de caspasa-12, lo que conduce a la activacion de las caspasas 3 y 9 y
consecuentemente la apoptosis (Liu & Baliga, 2005). Ademas, el estrés de RE potencia el
estrés oxidante, por mecanismos como la liberacion de calcio del RE, que es captado por
las mitocondrias, resultando en la apertura del poro de transicion mitocondrial, liberacion
de citocromo c, respiracion inadecuada y aumento en la produccion de las ERO (Cao &
Kaufman, 2013). El calcio es capaz de activar la cinasa sensible al calcio CaMKII, que
estimula la produccion de las ERO mediada por la nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato oxidasa (NOX) (Li et al., 2010).

Inflamacion
El dafio celular inducido por el CP favorece la liberacion de citocinas y quimiocinas,

también conocidos como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). El CP induce la
fosforilacion y posterior traslocacion al ndcleo del factor nuclear kappa B (NF-xB), una vez
activado promueve la transcripcion de otros DAMPs como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-o)) y citocinas inflamatorias (interleucina 1, 6 y 18), generando un estado
inflamatorio que favorece la produccion de las ERO, exacerbando el dafio renal. Ademas,
los DAMPs activan los receptores de tipo Toll (TLRs) en las células del parénquima renal,
que a su vez activa la via de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) p38,
incrementando la produccion de TNF-a e inflamacion en los rifiones (Miller et al., 2010;
Volarevic et al., 2019).

La inflamacién tiene un papel fundamental en el desarrollo de la ERC (Sharp & Siskind,
2017), cuando es inducida por el CP produce la activacion de fibroblastos en
miofibroblastos que secretan componentes de la matriz extracelular que conducen a la
formacion de cicatrices fibrosas, alteracion fina de la estructura renal, colapso de la

parénquima y pérdida de la funcion renal, que caracterizan la ERC (Yu et al., 2016).

La nefrotoxicidad inducida por el CP como se evidencia en la Figura 1, implica una

variedad de interacciones complejas entre los mecanismos descritos anteriormente, ain no
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se conoce con exactitud la contribucion de cada via en el dafio renal inducido, sin embargo,
el estrés oxidante tiene un papel fundamental, debido a que el CP aumenta la produccion de
las ERO y con ello promueve la apoptosis, la inflamacion y aumenta el dafio mitocondrial y

el estrés de RE.
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A 4

Dafio mitocondrial Inflamacion

» Apoptosis

Figura 1. Esquema de las principales vias involucradas en la nefrotoxicidad inducida
por cisplatino (CP). EI CP ingresa a la célula a través de los transportadores OCT-2 y Ctr-
1. En el interior de las células se bioactiva y se une al ADN, favoreciendo la liberacién de
DAMPs e induciendo estrés oxidante, dafio mitocondrial, estrés de RE, inflamacion y

apoptosis. Figura elaborada con Biorender.com. Abreviaturas: ADN: &cido desoxirribonucleico;

Ctr-1: transportador de cobre 1; CP: cisplatino; DAMPs; patrones moleculares asociados a dafio; RE: reticulo

endoplasmico; OCT-2: transportador de cationes organicos 2.

A partir del conocimiento de las principales vias involucradas en la nefrotoxicidad inducida
por el CP, se han desarrollado tratamientos dirigidos con compuestos naturales o sintéticos
para prevenirla. En los estudios preclinicos se han demostrado diferentes efectos
protectores de antioxidantes presentes en la dieta (Gomez-Sierra et al., 2018; OrSoli¢ &
Car, 2014). En particular, estos compuestos no sélo disminuyen el estrés oxidante sino

también se dirigen a otros componentes celulares que estan involucrados en la
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nefrotoxicidad inducida por el CP. Se ha descrito que estos antioxidantes no interfieren con
el efecto antineoplasico del CP, incluso algunos de ellos lo potencian en modelos animales
(Baribeau et al., 2014; Nessa et al., 2011; Nur et al., 2017; OrSoli¢ & Car, 2014; Puchsaka
et al., 2016). Aunque existe una gran evidencia derivada de los estudios preclinicos, se han
realizado pocos estudios clinicos que empleen antioxidantes como terapia adyuvante. En
uno de estos estudios, los pacientes tomaron comprimidos de licopeno (25 mg) cada 12 h,
24 h antes y 72 h después del tratamiento con el CP y evaluaron la creatinina sérica, el
BUN vy la tasa de filtracion glomerular al dia 3 y 21 de la administracion del CP. En este
grupo de pacientes los marcadores de dafio renal evaluados son similares a los del grupo de
pacientes tratados con un régimen estdndar de hidratacion para prevenir el dafio renal. Por
lo tanto, estas observaciones sugieren que la administracion de licopeno previene el dafio
renal inducido por el CP (Mahmoodnia et al., 2017). En otro estudio clinico, los pacientes
recibieron un suplemento que contiene vitaminas (1000 mg de vitamina C y 400 mg de
vitamina E) una semana antes y tres semanas después del ultimo ciclo de quimioterapia con
CP. Los niveles plasmaticos de vitaminas aumentaron en los pacientes antes de la
quimioterapia y posteriormente disminuyeron con el tratamiento con el CP, aunque se
mantienen mas altos que los niveles de los pacientes no tratados, lo cual refleja que el
estado de defensa antioxidante estd relacionado con la toxicidad inducida por CP.
Finalmente, en los pacientes tratados con el suplemento se observé una menor reduccion de
la funcion renal (Weijl et al., 2004).

1.2 Especies reactivas y estres oxidante
Las ERO se clasifican en radicales y no radicales (Phaniendra et al., 2015). Los radicales

son las especies que contienen al menos un electrén desapareado en su estructura, son
inestables y tienen una vida media corta, algunos ejemplos son el anién superéxido (O2™),
radical hidroxilo (HO"), alcoxilo (RO"), peroxilo (ROO%), NO* y didxido de nitrégeno
(NO2"). Las especies no radicales se pueden formar a partir de los radicales libres como el
peroxido de hidrégeno (H20.), algunos ejemplos de estas especies son &cido hipocloroso
(HOCI), ozono (O3), oxigeno singulete (*O2), acido nitroso (HNO,), tridéxido de dinitrogeno
(N2053), catién nitrilo (NO2"), peroxidos organicos (ROOH) y anién peroxinitrito (ONOQO")
(Konigsberg, 2008; Phaniendra et al., 2015).



La reactividad de estas especies es una caracteristica intrinseca de cada una de ellas
(Konigsberg, 2008), al mantenerse en concentraciones bajas 0 moderadas, estas especies
participan en procesos como el sistema de transporte de electrones, ciclo de Krebs, -
oxidacion, actividad de deshidrogenasas, sintesis de prostaglandinas, fagocitosis,
plegamiento de proteinas y el sistema citocromo P450 (Forrester et al., 2018; Pizzino et al.,
2017). Sin embargo, el exceso de especies reactivas causa dafio a biomoléculas como el
ADN, lipidos y proteinas lo cual genera disfuncion metabolica (Phaniendra et al., 2015;
Pizzino et al., 2017). Las especies reactivas se producen de manera natural por enzimas
como las lipoxigenasas, NOX, oOxido nitrico sintasa (NOS) y xantina oxidasa en la
mitocondria, el RE, los peroxisomas y los lisosomas por la reduccion parcial del oxigeno
(Forrester et al., 2018; Phaniendra et al., 2015; Small et al., 2012)

Una de las especies reactivas que reaccionan con el ADN es el HO’, el cual reacciona con
los azlcares y las bases de purina y pirimidina y forma aductos como el acido 3’-
fosfoglicolico, 8-hidroxidesoxiguanosina, 8-hidroxidesoxiadenosina y 2,6-diamino-4-
hidroxi-5-formamidopirimidina (Dizdaroglu et al., 2002; Konigsberg, 2008; Phaniendra et
al., 2015; Pizzino et al., 2017). Otras especies reactivas que dafian el ADN son el ONOO-,
10, y N20Os (Konigsberg, 2008). Con respecto al dafio en lipidos, la lipoperoxidacion se
inicia cuando un radical libre extrae un hidrégeno del grupo metileno de un acido graso,
formando un radical lipidico el cual reacciona con el oxigeno molecular y forma el ROO",
éste genera hidroperoxidos y finalmente forman malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-
nonenal. La lipoperoxidacion disminuye la fluidez de la membrana e inactiva enzimas y
receptores unidos a ésta afectando su permeabilidad (Konigsberg, 2008; Phaniendra et al.,
2015; Pizzino et al., 2017).

El dafio a proteinas se induce por especies reactivas como el 0., HO*, RO*, ROO’, H203,
!0, y ONOO" (Dean et al., 1997). Las especies reactivas oxidan los aminoécidos de las
proteinas generando desnaturalizacion y pérdida de su funcidén (enzimas, receptores,
transportadores). Los marcadores utilizados para evaluar la oxidacion de proteinas es la

presencia de grupos carbonilo, o-tirosina y 3-nitrotirosina (Phaniendra et al., 2015).
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El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre la produccion de especies reactivas
y los antioxidantes celulares a favor de los oxidantes (Halliwell, 2007). Para correlacionar
la intensidad y el grado de afectacion en la salud, el proceso de estrés oxidante puede
dividirse en tres etapas de evolucion: adaptacion, agudo y crénico (Halliwell, 2007; Small
etal., 2012).

1) Adaptacion: Es la respuesta de la célula para equilibrar dafio oxidante mediante
procesos de sobreexpresion génica y la activacion enzimética.

2) Agudo: El dafio oxidante estd mediado por las ERO menos reactivas como el Oz y
H.O2, moléculas que en concentraciones y actividades controladas tienen una
importante participacion fisiologica. Al generarse Oz en una alta proporcion,
reacciona con el NO* formando el ONOO" que puede afectar las caracteristicas de
procesos intracelulares vitales como el control del tono vascular, apoptosis,
crecimiento y diferenciacion celular.

3) Cronico: El dafio oxidante estd mediado en su totalidad por el HO'. Se manifiesta
por la modificacion de biomoléculas con la consecuente liberacion de moléculas
altamente reactivas, amplificando y propagando el dafio que se manifiesta en células

y tejidos.

El estrés oxidante se ha involucrado en numerosas patologias como el céncer,
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, hepaticas, renales, diabetes mellitus.
La comprension del papel de éste en cada una de las patologias resulta de interés debido a

que puede ser un blanco terapéutico.

1.3 Estreés de reticulo endoplasmico (RE)
El RE es un sistema membranoso complejo y un sitio importante para la homeostasis de

proteinas, también conocida como proteostasis (sintesis, plegamiento, modificacion,
transporte y degradacion de proteinas), asi como para la sintesis y distribucion de lipidos y
esteroides, sintesis de hidratos de carbono, almacenamiento y sefializacion de calcio
(Agellon & Michalak, 2017; Cao & Kaufman, 2013; Nademi & Dickhout, 2019; Schwarz
& Blower, 2016; Sicari et al., 2020). Ademas, el RE proporciona funciones especializadas

en algunos sistemas celulares, como soporte de la excitacién-contraccion en los masculos
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(reticulo sarcoplasmico), reacciones de biotransformacion de agentes xenobioticos (RE
liso), soporte de funciones secretoras de proteinas (RE rugoso) y activacion de células de
los sistemas inmunitarios y nerviosos (Agellon & Michalak, 2017; Almanza et al., 2019;
Halperin et al., 2014; Schonthal, 2012; Shi et al., 2016; Xu et al., 2016).

Para realizar las funciones mencionadas anteriormente, el RE tiene una membrana integral
multifuncional y chaperonas luminales, enzimas plegables y moléculas sensoras como las
proteinas reguladas por glucosa de 78 kDa y 94 kDa (GRP78 y GRP94, respectivamente),
lectinas (calreticulina, calnexina), proteina disulfuro isomerasas (PDI), receptor de inositol-
1,4 5-trifosfato (InsP3)/canal de liberacion de calcio, receptores de rianodina (RYR),
bomba ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) y las proteinas de la
molécula de interaccion estromal (STIM) de los sensores de calcio asociados al RE
(Agellon & Michalak, 2017; Berridge, 2002; Coe & Michalak, 2009; Sicari et al., 2020).

Existen factores intrinsecos y extrinsecos como mutaciones genéticas, errores en la
transcripcion y traduccion, hipoxia, estrés oxidante, estrés hidrico y térmico, y anomalias en
la regulacion del calcio provocadas por la isquemia, hipoglucemia, metales pesados,
agentes quimioterapéuticos o antibidticos, que alteran las funciones del RE y en
consecuencia inducen estrés de RE (Almanza et al., 2019; Song et al., 2017). Para restaurar
la homeostasis del RE y eliminar las proteinas mal plegadas, se activa la UPR. La UPR es
una via de sefializacion adaptativa constituida por tres sensores de proteinas
transmembrana: proteina cinasa del RE activada por &cido ribonucleico (ARN) de doble
cadena (PERK), proteina cinasa dependiente de inositol alfa (IREla) y el activador del
factor de transcripcion 6 (ATF6) (Figura 2) (Almanza et al., 2019; Gao et al., 2014; Inagi,
2009; Sano & Reed, 2013; Xu et al., 2016; Zeeshan et al., 2016). En células no estresadas,
estas proteinas transmembranales estan asociadas con GRP78 y se encuentran inactivas. Sin
embargo, cuando ocurre estrés de RE, GRP78 se disocia de PERK, IREla y ATF®6, y esto
activa la UPR. EIl objetivo principal de la UPR es mantener la homeostasis celular y
restaurar las funciones del RE como la sintesis, transporte y plegamiento de proteinas,
sintesis de lipidos y esteroides, asi como promover la respuesta antioxidante y la autofagia
(Almanza et al., 2019; Braakman & Hebert, 2013; Schonthal, 2012; Schwarz & Blower,

2016). Por el contrario, si el estrés de RE es cronico o la homeostasis celular no se puede
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restaurar, la UPR promueve la apoptosis (Almanza et al., 2019; Mollereau, 2013; Song et
al., 2017).

Una de las vias de sefializacion de la UPR es PERK, una proteina cinasa transmembrana de
tipo |. Esta proteina tiene que dimerizarse y autofosforilarse para ser activada, y
posteriormente fosforila el factor de iniciacion eucariota 2 alfa (elF2a), una subunidad
reguladora del componente de iniciacion de la traduccién (complejo elF2), disminuyendo la
sintesis global de proteinas. Ademas, p-elF2a induce la expresion del activador del factor
de transcripcion 4 (ATF4), relacionado con la transcripcion de chaperonas, la expansion del
RE, el metabolismo de los aminoacidos, la respuesta antioxidante y la autofagia. Sin
embargo, la activacion sostenida de PERK/p-elF2a/ATF4 induce la activacion de la
proteina homdloga potenciadora de la union a CCAAT (CHOP) relacionada con el proceso
apoptotico (Almanza et al., 2019; Dufey et al., 2014; Hiramatsu et al., 2015; Schonthal,
2012; Urra et al., 2013).
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Figura 2. Estrés de reticulo endoplasmico (RE) y la via de sefializacidn de la respuesta
a proteinas mal plegadas (UPR). Cuando se produce estrés de RE, la chaperona GRP78
se disocia de las tres proteinas transmembranales del RE para activar la UPR. La UPR es
una via de sefalizacion adaptativa constituida por PERK, IREla y ATF6. Cada via de
sefializacion de la UPR tiene una funcidn especializada; las flechas negras indican los
efectos de la UPR en una etapa de estrés de RE agudo, mientras que las flechas rojas
indican los efectos de la UPR en la etapa de estrés de RE crénico. Figura elaborada con

Biorender.com Abreviaturas: aa: aminoacidos; ASK1: cinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis;
ATF4: activador del factor de transcripcion 4; ATF6: activador del factor de transcripcion 6; CHOP: proteina
homologa potenciadora de la union a CCAAT; ERAD: degradacion asociada al RE; elF2a.: factor de
iniciacion eucariota 2 alfa; IREo: proteina transmembrana cinasa/endonucleasa alfa que requiere inositol;
GRP78: proteina regulada por glucosa de 78 kDa; JNK: cinasa N-terminal c-Jun; NF-xB: factor nuclear kappa
B; PERK: proteina cinasa del RE activada por ARN de doble cadena; S1P y S2P: proteasa 1 y 2; TRAF2:
factor 2 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral; sSXBP1: proteina 1 de unidn a caja X empalmada.

La segunda via de sefializacion la UPR es IREla (Figura 2). La IREla tiene actividades
de serina/treonina cinasa y endorribonucleasa (RNasa) en el espacio citosélico y se
dimeriza y autofosforila para activar y eliminar la secuencia no codificante del gen de la
proteina 1 de unién a la caja X (XBP1), que regula el plegamiento, el trafico de proteinas,
la degradacién asociada al RE (ERAD), autofagia, biogénesis del RE y biosintesis de
lipidos. Sin embargo, si el estrés de RE es cronico y la activacion de IREla persiste, la
proteina asociada con el factor 2 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral
(TRAF2) forma un complejo con IRE1a, induciendo la activacion de la cinasa 1 reguladora
de la sefial de apoptosis (ASK1), la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) y el factor nuclear kappa
B (NF-xB), que desencadenan la muerte celular (Almanza et al., 2019; Dufey et al., 2014;
Hiramatsu et al., 2015; Schonthal, 2012; Tsang et al., 2010; Urra et al., 2013).

Finalmente, la tercera via de sefializacién de la UPR es el ATF6 (Figura 2). Es una
proteina transmembrana de tipo Il. Cuando el ATF6 se disocia de GRP78, ésta se transloca
al aparato de Golgi, donde las proteasas 1 y 2 (S1P y S2P) liberan un fragmento de

aminoéacidos de la porcién N-terminal del ATF6 para activar un dominio de unién al ADN.
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El ATF6 escindido se transloca al ndcleo, induciendo la expresion de chaperonas,
componentes de ERAD, asi como la secrecion de proteinas y la biogénesis del RE.
Ademas, el ATF6 induce la expresion de GRP78, XBP1 y CHOP (Almanza et al., 2019;
Dufey et al., 2014; Hiramatsu et al., 2015; Song et al., 2017; Urra et al., 2013).

El estrés de RE y la activacion de la UPR conducen a la modulacion de diferentes vias
celulares: en primera instancia, la UPR actia dentro de la célula para permitir la
recuperacion y/o adaptacion al estrés de RE. Sin embargo, la UPR cambiard del modo de
supervivencia a la apoptosis, si la UPR se ve abrumada y el estrés sigue sin resolverse,
quizas debido a la exposicion continua o ciclica, o la expresion de factores estresantes y
proteinas (Almanza et al., 2019; Hiramatsu et al., 2015; Schonthal, 2012; Tsang et al.,
2010).

1.3.1 Estrategias para regular el estrés del reticulo endoplasmico (RE) en
enfermedades renales

El estrés de RE se ha detectado en enfermedades renales como glomeruloesclerosis,
glomerulonefritis, isquemia, nefropatia diabética, nefrotoxicidad y enfermedad renal
cronica. EI RE mantiene la proteostasis, que es esencial para la homeostasis celular
(Hasegawa & Inagi, 2020; Inagi et al., 2014; Nademi & Dickhout, 2019). Sin embargo, si
las células tienen niveles elevados de sintesis de proteinas durante demasiado tiempo
podrian experimentar hipoxia, falta de adenosin trifosfato (ATP), nutrimentos en exceso o
limitados, niveles de calcio desregulados, perturbacion en la homeostasis redox y autofagia
deficiente. Ademas, existen agentes quimicos que interactian con la funcién del RE y
alteran la proteostasis, se acumulan proteinas mal plegadas/desplegadas o aberrantes que
inducen estrés de RE (Cybulsky, 2010, 2017; Gallazzini & Pallet, 2018; Ke et al., 2017).

Para estudiar a la UPR, se han utilizado farmacos, compuestos naturales y condiciones
ambientales como inductores o inhibidores del estrés de RE. La inhibicion del estrés de RE
se utiliza generalmente para prevenir la apoptosis causada por la sobreexpresion de CHOP
(Almanza et al., 2019; Schonthal, 2012). Los inhibidores cominmente utilizados son
chaperonas quimicas como el acido 4-fenilbutirico (4-PBA), el N-6xido de trimetilamina, el

acido tauroursodesoxicélico y el acido ursodesoxicolico (UDCA) (Cortez & Sim, 2014;
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Cunard & Sharma, 2011; Schonthal, 2012), valproato y litio (inductores de chaperonas),
salubrinal, (inhibidor de p-elF2a) y exendina-4 (activador de SERCA) (Cunard & Sharma,
2011; Schoénthal, 2012). En la Tabla 1 se presentan ejemplos de las estrategias

experimentales utilizadas en modelos in vitro e in vivo de dafio renal para inhibir el estrés

de RE.

Tabla 1. Inhibicion del estrés de RE en modelos experimentales de dafio renal.

Modelo experimental y tratamiento

utilizado para inhibir el estrés de RE

Principales resultados

Ratones macho pre-tratados con

epigalocatequina 3-galato (EGCG) 100
mg/kg, i.p 30 min antes de la

administracion de CP 20 mg/kg, i.p.

El CP induce la expresion de GRP78 y caspasa-12. El
uso de EGCG atenua la expresion de GRP78, caspasa-

12, el dafio tubular y la apoptosis (Chen et al., 2015).

Ratones macho diabéticos (db/db)
administrados con UDCA 40 mg/kg/d,
i.g 0 4-PBA 100 mg/kg/d, i.g durante 12

semanas.

En los rifiones de los ratones, se observa un aumento en
la expresion de p-PERK, p-IREla, ATF6, XBPls,
CHOP vy caspasa-12. El uso de UDCA y 4-PBA
disminuye la expresion de los marcadores antes
mencionados, las alteraciones histoldgicas y también

mejora la sensibilidad a la insulina (Cao et al., 2016).

Ratas macho diabéticas tratadas con o-

mangostina 6 mg/kg, i.p durante 12 d.

La a-mangostina en los rifiones de las ratas diabéticas
disminuye la expresion proteica de GRP78, p-PERK y
ATF4 y reduce la apoptosis mediada por el estrés de RE
(CHOP y caspasa-12) (Liu et al., 2018).

Células renales de humano (HEK-293)
co-tratadas con CP 20 uM e hidrato de
morina 10 0 20 uM por 24 h.

Ratones macho tratados con hidrato de

El CP disminuye la viabilidad celular e induce la
expresion de GRP78, IREla, PERK, p-elF2a. y CHOP.
El uso del hidrato de morina previne la disminucién de
la viabilidad celular y atenta la expresion de las
proteinas mencionadas anteriormente de manera
dependiente de la dosis.

En el modelo in vivo, el hidrato de morina disminuye los
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morina 20 o 40 mg/kg, i.p, 1 h después | marcadores de dafio renal y la expresion de GRP78,
de la administracion de CP 30 mg/kg, | IREla, PERK, p-elF2a, caspasa 12 y CHOP, de manera
I.p. dosis-dependiente (Singh et al., 2018).

Ratas macho con calculos renales | La administracion de 4-PBA disminuye la expresion de
administrados con 4-PBA 100 mg/kg/d, | proteinas de GRP78, PERK, elF2a, CHOP y caspasa-12
i.g durante 4 semanas. y mejora la funcién renal, disminuye los depdsitos de
cristales y las anomalias histopatoldgicas. Ademas, el 4-
PBA redujo la produccion de vacuolas autofagicas y
disminuyé el numero de células apoptéticas (Sun et al.,
2020).

Abreviaturas: 4-PBA: acido 4-fenilbutirato; UDCA: 4cido ursodesoxicdlico; ATF4: activador del factor de
transcripcion 4; ATF6: activador del factor de transcripcién 6; CP: cisplatino; EGCG: epigalocatequina 3-
galato; GRP78: proteina relacionada con glucosa de 78 kDa; CHOP: proteina homdloga potenciadora de la
union a CCAAT; RE: reticulo endoplasmico; elF2a: factor de iniciacion eucariota 2 alfa; IREa.: proteina
transmembrana cinasa/endonucleasa alfa que requiere inositol; PERK: proteina cinasa del RE activada por

ARN de doble cadena; XBP1: proteina 1 de union a caja X.

Otra de las estrategias empleadas para la regulacién del estrés de RE es la induccién previa
de éste a niveles bajos 0 moderados con la finalidad de activar la UPR y estimular la
capacidad de la célula para distribuir los recursos bioldgicos para mantener la homeostasis.
Esta induccidon previa es un mecanismo adaptativo conocido como hormesis o pre-
acondicionamiento que podria ayudar a defender a la célula de una amplia gama de agentes
estresantes para prevenir su muerte (Calabrese, 2008; Calabrese & Baldwin, 1997; Mattson,
2008; Peyrou & Cribb, 2007; Zimmermann et al., 2014). Los inductores farmacoldgicos del
estrés del RE comunmente utilizados son tapsigargina (inhibidor de SERCA), tunicamicina
(inhibe la glicosilacion de proteinas), ionomicina (altera la homeostasis del calcio),
ditiotreitol y 2-mercaptoetanol (reduce la formacion de puentes disulfuro en proteinas)
(Cunard & Sharma, 2011; Schénthal, 2012, 2013). Ademas de los compuestos
farmacoldgicos, los compuestos naturales como los polifenoles también pueden regular el
estrés de RE. El efecto de estos compuestos difieren en las células y dependen de la dosis
(Farooqi et al., 2015; Liu et al., 2016). La mayoria de ellos son generalmente seguros y se
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han utilizado en un esquema de pre-tratamiento o0 co-tratamiento para diversas

enfermedades. En la Tabla 2 se presentan ejemplos de las estrategias experimentales

utilizadas en modelos in vitro e in vivo de dafio renal para inducir el estrés de RE.

Tabla 2. Efecto hormético al estrés de RE en modelos experimentales de dafio renal.

Tratamiento utilizado para inducir
el estrés de RE

Principales resultados

Células hepaticas (HepG2, H4lIE) y

renales (LLC-PK1) tratadas con
tunicamicina (0-10 upg/mL) durante
24 h y después se expusieron a

diferentes citotoxinas.

La tunicamicina induce la expresion de GRP78, GRP94,
calreticulina y PDI. El pre-tratamiento con tunicamicina
disminuye la muerte en las tres lineas celulares tratados

con los citotoxicos (Bedard et al., 2004).

Células renales (LLC-PK1, NRK-
52E y HEK293), pre-tratadas 24 h
con tunicamicina o tapsigargina y
posteriormente

con agentes

nefrotdxicos.

El pre-tratamiento con los inductores aumenta la expresion
de GRP78 y GRP94 y previene la muerte celular en las tres
lineas celulares causada por el CP, gentamicina,
ciclosporina,

ciclosporina A (Peyrou & Cribb, 2007).

p-aminofenol, paraquat, glioxilato o

macho administradas

i.p) o
tapsigargina (0.2 mg/kg, i.p) 4 dias

Ratas con

tunicamicina (0.3 mag/kg,
antes de la  induccién de

glomerulonefritis.

El pre-tratamiento con los inductores aumenta la expresion
de GRP78, ORP150, PERK, elF2a y disminuye la
proteinuria, asi como las alteraciones histoldgicas en la

glomerulonefritis inducida (Inagi et al., 2008).

Ratones macho pre-tratados con
tunicamicina (1.5 mg/kg, i.p) 2 dias
antes de la isquemia y reperfusion

renal.

El pre-tratamiento aumenta la expresion de GRP78 y
XBP1. Ademas, disminuye la creatinina plasmaética, la
dilatacion tubular y la muerte celular epitelial tanto en la
corteza como en la médula renal (Prachasilchai et al.,
2008).

Ratas macho pre-acondicionadas a la
isquemia y reperfusion (2 ciclos de 5

min cada uno) y posteriormente

El pre-acondicionamiento aumenta la expresion de GRP78,
PERK, ATF4 y TRAF-2. Estos aumentos son mayores que

en el grupo control, pero menores que en el grupo sin pre-
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realizaron isquemia (60 min) vy

reperfusion (120 min).

acondicionamiento. Esta isquemia y reperfusion previa
también mejora la depuracion de creatinina, la reabsorcion
de sodio y disminuye el estrés oxidante (Mahfoudh-
Boussaid et al., 2012).

Ratones macho pre-tratados con
tunicamicina (1 mg/kg, i.p) 2 dias
antes de la isquemia y reperfusion

renal.

La tunicamicina disminuye los niveles de BUN, creatinina
plasmaética, la dilatacion tubular y la descamacion celular.
Estos efectos estan relacionados con el aumento en la
expresion de GRP78, IREla, PERK, p-elF2a. y también

con la autofagia inducida por el estrés de RE (Chandrika et

al., 2015).

Abreviaturas: ATF4: activador del factor de transcripcion 4; BUN: nitrégeno de urea en sangre; CP:
cisplatino; GRP78: proteina relacionada con la glucosa de 78 kDa; GRP94 proteina relacionada con la glucosa
de 94 kDa; RE: reticulo endoplasmico; elF2a: factor de iniciacién eucariota 2 alfa; IREa: proteina
transmembrana cinasa/endonucleasa alfa que requiere inositol; ORP150: proteina regulada por oxigeno 150;
PDI: proteina disulfuro isomerasa; PERK: proteina cinasa del RE activada por ARN de doble cadena; XBP1.:

proteina 1 de unién a caja X; TRAF2: factor 2 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral.

Los inhibidores e inductores farmacoldgicos y naturales del estrés de RE se han utilizado
para comprender la participacion e importancia de la UPR en varios modelos
experimentales de enfermedades. Sin embargo, la pregunta principal es si el estrés de RE
debe inhibirse o inducirse como parte del tratamiento de algunas enfermedades. Antes de
responder a esta pregunta, es necesario conocer el mecanismo patogénico y la implicacion
del estrés de RE en cada enfermedad. Ambas estrategias podrian representar un arma de
doble filo segun el entorno celular y el tipo de célula. Sin embargo, su estudio podria
revelar puntos de control criticos en la célula que le permitan adaptarse y promover su
supervivencia. Con base en lo anterior, podria ser posible decidir qué estrategia (inhibicion

o induccion del estrés de RE) sera mas beneficiosa para el tratamiento de la enfermedad.
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1.4 Isoliquiritigenina (I1soLQ)
La 4,2°,4 trihidroxichalcona, también conocida como isoliquiritigenina (IsoLQ) es un

flavonoide (Figura 3) proveniente de las raices y rizomas del licorice (Glycyrrizha glabra),
echalote (Allium ascalonicum) y frijol de soya (Glycene max) (Qiao et al., 2014). La IsoLQ
a través de las reacciones de fase | se biotransforma a liquiritigenina y compuestos
glucoronidados y posteriormente, se forman conjugados de sulfato y de GSH a través de las
reacciones de fase Il. Los diferentes productos de biotransformacion de la IsoLQ se han
detectado en el plasma, higado, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, rifidn,
corazén, masculo, tejido adiposo, pulmones y cerebro de rata (Lee et al., 2013; Qiao et al.,
2014).

Figura 3. Estructura quimica de la isoliquiritigenina (I1soLQ).

La IsoLQ es utilizada como medicina herbolaria principalmente en Asia, por sus
propiedades estrogénicas, anti-inflamatorias, anti-microbianas, anti-tumorales vy
antioxidantes (Lee et al., 2013; Sun et al., 2013; Wang et al., 2017). La actividad
antioxidante de la I1soLQ es directa e indirecta, debido a que atrapa las ERO como el O2",
HO", H202 y el 'O, (Wang et al., 2017) e induce la expresion de enzimas citoprotectoras de
fase Il como la GST, quinona oxidoreductasa 1 y la hemoxigenasa 1 (Moreno-Londofio et
al., 2017; Orlikova et al., 2011). Ademas, inhibe la expresion de la xantina oxidasa, 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), ciclooxigenasa, lipoxigenasa y prostaglandina E2
(Moreno-Londofio et al., 2017).

La actividad antitumoral de la IsoLQ se ha estudiado en lineas celulares de cancer cervical
(Chen et al., 2019; Chen et al., 2017), mama (Peng et al., 2020; Wang et al., 2021), higado
(Wang et al., 2021), pulmén (Wang et al., 2021), estdbmago (F. Huang et al., 2020), vejiga

(Si et al., 2017; Moreno-Londofio et al., 2017), colon (Wang et al., 2021) y proéstata
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(Kanazawa et al., 2003), en estos estudios se ha descrito que la IsoLQ disminuye la
viabilidad celular y el ciclo celular de manera dependiente de la dosis. Ademas, la IsoLQ
aumenta la produccion de las ERO, la actividad de las caspasas 3 y 9, e induce la apoptosis
y la expresion de GRP78, p-PERK, p-elF2a y caspasa 12 (Si et al., 2017; Zhou et al.,
2013). Este efecto antitumoral de la IsoLQ también se demostr6 en ratones inoculados con
células de cancer de colon, estos animales ademas fueron administrados con CP y se
observa que la combinacién de la IsoLQ con el CP reduce el tamafio del tumor en la misma
proporcion que lo hace el CP sdlo y ademés previene parcialmente el dafio por CP
disminuyendo la actividad de aspartato aminotransferasa, la alanina aminotransferasa, y
evitando el incremento en la creatinina sérica, el BUN y los niveles de MDA en higado y
rifion (Lee et al., 2008). Lo anterior resulta de gran interés debido a que la actividad de este
compuesto es dependiente de la dosis y su actividad difiere para las células cancerosas y no
cancerosas (Farooqi et al., 2015; Liu et al., 2016). Algunos de los efectos protectores de la
IsoLQ descritos en diferentes modelos de dafio renal son la reduccion en los niveles de
creatinina plasmatica, BUN y las alteraciones histologicas, asi como la disminucion de la
produccion de las ERO, la fosforilacion de NF-xB y la expresion de interleucina 6,
interleucina 1-beta, TNF-ay la induccion del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y la
hemoxigenasa 1 (Hu et al., 2017; Huang et al., 2020; Moreno-Londofio et al., 2017; Rui-zhi
etal., 2022).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El CP es un farmaco antineoplasico ampliamente utilizado en el tratamiento del cancer, sin
embargo, su uso esta limitado porque los pacientes tratados desarrollan dafio renal como
uno de los efectos secundarios. El estrés oxidante tiene un papel fundamental en la
nefrotoxicidad inducida por el CP, debido a que promueve la apoptosis, inflamacion y

aumenta el dafio mitocondrial y el estrés de RE.

Una de las vias de sefializacion que ha generado interés en los ultimos afios es la del estrés
de RE, debido a que forma un ciclo de dafio con el estrés oxidante y a que la UPR tiene
efectos de supervivencia como respuesta adaptativa, sin embargo si el estrés es intenso y no
es corregido, las células promueven su apoptosis (Schonthal, 2012; Shi et al., 2016; Song et
al., 2017).

La regulacion de la UPR se ha utilizado en diferentes modelos experimentales de dafio
renal para prevenir la muerte celular. Una de las estrategias empleadas es el efecto
hormético al estrés de RE, el cual consiste en la exposicion aguda de un compuesto
farmacoldgico o natural como los antioxidantes para activar la UPR y generar una
adaptacion en la célula ante este estimulo, de modo que, al presentarse un estrés crénico, se

favorece la sobrevivencia celular.

Algunos de los compuestos naturales como los antioxidantes inducen estrés de RE y tienen
efectos citotdxicos en células cancerosas y citoprotectores en otros tipos celulares. La
IsoLQ es un antioxidante que induce estrés de RE en células cancerosas, favorece la muerte
celular de éstas y tiene efectos protectores en otros érganos como el rifién, los cuales
podrian estar asociados al estrés de RE, sin embargo, esto ain no se ha evaluado. El estudio
y comprensién de los mecanismos de proteccion de la IsoLQ en el rifion podrian
proporcionar otros enfoques terapéuticos para ser utilizados como coadyuvantes en el

tratamiento con CP.
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3. HIPOTESIS

El pre-tratamiento con la I1soLQ en células epiteliales renales de cerdo (LLC-PK1) y en

ratas inducira estrés de RE y generara un efecto hormético en la toxicidad inducida por el

CP, disminuyendo el dafio celular a través de la activacion de la via de PERK de la UPR y

de la respuesta antioxidante.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

1.

Evaluar si el pre-tratamiento con la IsoLQ en las células LLC-PK1 induce estrés de
RE, produce hormesis y atenda el estrés oxidante en la toxicidad inducida por el CP.
Evaluar si el pre-tratamiento en ratas con la IsoLQ tiene un efecto protector en la
insuficiencia renal aguda inducida por el CP a través de sus propiedades

antioxidantes y como regulador del estrés de RE.

4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar el tiempo de pre-tratamiento y la concentracion en el que la IsoLQ
atende la disminucion de la viabilidad celular en la toxicidad inducida por el CP e
induzca estrés de RE en las células LLC-PK1 para determinar las condiciones
experimentales de trabajo.

Evaluar la expresion de las chaperonas GRP78 y GRP94 como marcadores de estrés
de RE y la activacion de la via de PERK en las células LLC-PK1 para determinar
algunas de las vias implicadas en el mecanismo de proteccidn de la IsoLQ.

Evaluar el estrés oxidante en las células LLC-PK1 para determinar el efecto del pre-
tratamiento de la IsoLQ en la toxicidad inducida por el CP.

Utilizar un esquema de pre-tratamiento con la IsoLQ en ratas para determinar la
dosis en la que la IsoLQ disminuya los marcadores de dafio renal en plasma en la
toxicidad inducida por el CP.

Evaluar la expresion de las chaperonas GRP78 y GRP94 como marcadores de estrés
de RE en la corteza renal de ratas para determinar el papel de la IsoLQ en el estrés
de RE.
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6. Evaluar el estrés oxidante en la corteza renal de ratas para determinar el efecto del

pre-tratamiento de la IsoLQ en la toxicidad inducida por el CP.

5. DISENO EXPERIMENTAL
5.1 Modelo in vitro

El disefio experimental del modelo in vitro se divide en dos etapas, en la Figura 4 se

presenta la estrategia general de experimentacion y se describe brevemente a continuacion.

5.1.1 Primera etapa
El objetivo del conjunto de experimentos de la primera etapa fue determinar la potencial

concentracion protectora de la IsoLQ y el tiempo de pre-tratamiento contra la toxicidad
inducida por el CP en las células LLC-PK1. Las células se trataron con el CP (10-80 uM) o
con la IsoLQ (5-80 uM) durante 24 h para calcular la concentracion inhibitoria media
(ICs0) de cada uno de estos compuestos. Posteriormente, las células se pre-trataron con la
IsoLQ (5-80 uM) durante 6 u 8 h y a continuacion se incubaron con una concentracion
superior a la ICso del CP (35 0 40 uM) durante 24 h para evaluar la curva dosis-respuesta
hormética de viabilidad celular. Finalmente, se seleccionaron dos concentraciones de I1soLQ
dentro de la zona hormética (15 y 25 uM) y una concentracion superior a la I1Csg del CP (40

uM) para evaluar el potencial efecto protector de la IsoLQ sobre la viabilidad celular.

Por otro lado, las células se pre-trataron con la IsoLQ 25 pM (concentracion mas alta
dentro de la zona hormética) en un estudio de curso temporal (2-24 h) para evaluar la
expresion proteica de GRP78 y GRP94.

5.1.2 Segunda etapa
Con base en los resultados de la primera etapa, las células LLC-PK1 se pre-trataron con la

IsoLQ 25 uM durante 8 h y posteriormente se incubaron, en un estudio de curso temporal,
con CP 40 uM para evaluar el estrés de RE (16 y 24 h) y el estrés oxidante (16 y 24 h). En

la Figura 4 se presenta la estrategia general de experimentacion.
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Figura 4. Estrategia general de experimentacion en el modelo in vitro.

reticulo endoplasmico.

5.2 Modelo in vivo
En el modelo in vivo se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial de 200-220 g.

Abreviaturas: CP: cisplatino; ICso: concentracion media inhibitoria IsoLQ: isoliquiritigenina; GRP78:

proteina relacionada con la glucosa de 78 kDa; GRP94 proteina relacionada con la glucosa de 94 kDa; RE:

Durante el estudio los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
luz/oscuridad (12 h x 12 h), con alimento y agua ad libitum. El disefio experimental fue

aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
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(CICUAL), de la Facultad de Quimica, UNAM (OFICIO/FQ/CICUAL/366/19) y se
llevaron a cabo las disposiciones que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 en el cuidado y uso de los animales de laboratorio.
Los animales se dividieron en cuatro grupos experimentales, el esquema de administracion
se describe a continuacion y se presenta en la Figura 5:
e Grupo Control: administracion de una mezcla de solucion salina isotonica 0.9% y
etanol 70% en proporcion 1:3 (vehiculo, i.p) durante 3 dias.
e Grupo IsoLQ: administracion de la IsoLQ (2.5 mg/kg, i.p en vehiculo) durante 3
dias.
e Grupo CP: dosis Unica del CP (7.5 mg/kg, i.p en solucion salina isotonica al 0.9%)
en el dia 3 del estudio y administracion de vehiculo en los dias 1 y 2.
e Grupo IsoLQ+CP: durante 3 dias se les administro la IsoLQ (2.5 mg/kg, i.p en
vehiculo). En el dia 3, se les administro el CP (7.5 mg/kg, i.p en solucién salina
isotonica al 0.9%) una hora después de la administracion de la IsoLQ.

IsoLQ 2.5 mg/kg, i.p

Y O Y

| I Idias

| | |
1) 2| 3 a| | 6]
ﬁ 24h 48 h 72h

CP 7.5 mg/kg, i.p

Figura 5. Esquema de tratamiento en el modelo in vivo.

Abreviaturas: CP: cisplatino; i.p: intraperitoneal; IsoLQ: isoliquiritigenina.

En el dia 6 del estudio (72 h después de la administracién de CP), los animales se
anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p) para obtener la sangre a través de la
aorta utilizando una jeringa y una aguja calibre #18 con heparina. Las muestras de sangre se
centrifugaron durante 10 min a 3,000 g para obtener el plasma y se almacenaron a -70°C
hasta su analisis. Ademas, se removieron ambos rifiones y se almacenaron a -70°C hasta su

analisis.
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6. METODOS

6.1 Reactivos
Las células LLC-PK1 fueron obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC,

Rockville, MD, USA). La IsoLQ fue adquirida de Scientific (Union City, NJ, USA). Los
siguientes reactivos: albumina sérica bovina, CP, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, dimetil
sulfoxido, cloruro de difeniliodonio (DPI), acido 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoico), diacetato
de fluoresceina (FDA), glicerofosfato, GSH, GSSG, GR, N-nitro-L-arginina metil ester (L-
NAME), NADPH, 4-nonilfenol-polietilenglicol, coctel de inhibidores de proteasas,
deoxicolato de sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS), fluoruro de sodio, pirofosfato de
sodio, ortovanadato de sodio, acido sulfosalicilico, trietanolamina, tris-clorhidrato, azul de
tripano, triton X-100, tween 20, 2-vinilpiridina, asi como los anticuerpos anti-a-tubulina
(cat. T9026), anti-GRP94 (cat. G4420), anti-PERK (cat. P0074) fueron adquiridos de
Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). El fosfato dipotasico, la sal disddica del &cido
etilendiaminotetraacético, el cloruro de potasio, el bifosfato de potasio, el cloruro de sodio,
el bicarbonato de sodio y el fosfato de sodio dibésico se adquirieron de J.T. Baker
(Xalostoc, Edo. Mex, Mex). El reactivo de Bradford se adquirio de Bio-Rad (Hercules, CA,
USA). El medio eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa, el suero fetal
bovino (SFB) y la penicilina/estreptomicina fueron de Biowest (Riverside, MO, USA). El
TrypLE Express se adquiri6 de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) fue de Molecular Probes (Eugene, OR,
USA). El anticuerpo anti-GRP78 (cat. SC-3768), anti-ATF4 (cat. SC-200) y anti-CHOP
(cat. SC-575) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA). El
anticuerpo anti-beclina 1(cat. MAB5295) se adquirié de R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Los anticuerpos secundarios fluorescentes anti-conejo 800CW vy anti-raton 680RD
fueron de LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA). Los demas reactivos utilizados fueron

de calidad analitica y estaban disponibles comercialmente.

6.2 Cultivo celular
Las celulas epiteliales renales de cerdo (LLC-PK1) se cultivaron en una atmdsfera

humidificada de CO; al 5% a 37 °C en medio de cultivo DMEM alto en glucosa
suplementado con 10% de SFB, 0.33% de NaHCOz y 1% de penicilina/estreptomicina. Las
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células se subcultivaron con TrypLE Express al alcanzar un 90% de confluencia. Se
utilizaron ndmeros de pases del 8 al 33 de las células LLC-PK1 para realizar los
experimentos en medio DMEM alto en glucosa suplementado con 1% de SFB y 1% de

penicilina/estreptomicina.

6.3 Viabilidad celular
La viabilidad celular se determind con el FDA. En una microplaca de 96 pozos se

sembraron 28,125 células/cm? y se dejaron adherir por 24 h en medio DMEM alto en
glucosa con 1% de SFB. Posteriormente, se realizaron los tratamientos y transcurrido el
tiempo se retiré el medio DMEM alto en glucosa a las células, se lavaron con PBS 1x, se
les adicion6 medio DMEM alto en glucosa sin SFB con 12 uM de FDA y se dejaron
incubar en oscuridad durante 5 min a 37°C (Clarke et al., 2001). Nuevamente, se les retird
el medio, se llevo a cabo un lavado con PBS 1x y finalmente, se determind la fluorescencia
con un lector de microplacas a longitudes de onda de excitacion y emision de 485 y 520
nm, respectivamente. Los resultados se expresaron como porcentaje de deacetilacién con

respecto al control (sin tratamientos).

6.4 Extraccion de fracciones totales de proteinas para western blot
Las células LLC-PK1 se lisaron y los tejidos se homogeneizaron con amortiguador de

ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, desoxicolato de sodio al 0,5%, NP-40 al 1%, SDS al 0,1%, NaF 25 mM,
NazP207 1 mM, NazVVOs 1 mM, cdctel de inhibidor de proteasa y glicerofosfato 0.5 mM).
Los lisados y homogenados se agitaron durante 30 min a 4°C y posteriormente se
centrifugaron a 12,000 g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se recolect6 y se almaceno
a -70 °C hasta su uso. El contenido de proteina total se determiné mediante el ensayo de
Bradford (Bradford, 1976).

6.5 Evaluacién del estrés de RE

6.5.1 Expresion de proteinas por western blot
Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)-SDS y
se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno y se bloquearon durante una

hora con leche desnatada al 5%. Las membranas se dejaron incubando durante la noche a 4
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°C con los anticuerpos primarios contra GRP78 (1:1,000), GRP94 (1:1,000), ATF4
(1:1,000) o a-tubulina (1:8,000). Posteriormente, las membranas se lavaron y se incubaron
con los anticuerpos secundarios apropiados durante dos horas. Las proteinas de interés se
detectaron con el sistema de imégenes infrarrojas LI-COR Odyssey Sa (Lincoln, NE,

EUA). El analisis de imagenes se realiz6 con la version 5.2 del software Image Studio Lite.

6.5.2 Expresion de proteinas por inmunocitoquimica
En una microplaca de 12 pozos se colocd un cubreobjetos estéril y se sembraron 480,000

células/cm? y se dejaron adherir por 24 h en medio DMEM con 1% de SFB.
Posteriormente, se realizaron los tratamientos y transcurrido el tiempo se retird el medio
DMEM a las células, se lavaron con PBS 1x y se fijaron con paraformaldehido al 4% por
40 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo las células se permealibilizaron con
PBS 1x-tritdn al 0.5% por 7 min, se realizaron tres lavados de 5 min con PBS 1x y se
bloquearon con albimina sérica bovina al 1% durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 min con PBS 1x y se incubaron durante toda
la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios contra ATF4 (1:1,000), beclina-1 (1:1,000),
PERK (1:1,000) y CHOP (1:1,000). Después de la incubacion, se retir6 el anticuerpo y se
realizaron tres lavados de 5 min con PBS 1x y se incubaron con los anticuerpos secundarios
durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se retiraron los cubreobjetos de la
microplaca y se colocaron en un portaobjetos. La intensidad de la fluorescencia y las
imagenes se visualizaron y determinaron en un Cytation 5 Cell Imagen Reader (Biotek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

6.6 Evaluacion del estrés oxidante

6.6.1 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Después de los tratamientos celulares, se elimino el DMEM vy las células se lavaron con
PBS 1x seguido de incubacion con H,.DCFDA 10 pM durante 30 min a 37 °C en la
oscuridad. La intensidad de la fluorescencia se visualizé y se determind en un Cytation 5
Cell Imagen Reader (Biotek Instruments, Inc.,)) a longitudes de onda de excitacion y
emision de 485 y 520 nm, respectivamente. La intensidad de fluorescencia relativa de las

células tratadas se expresd como porcentaje del control (sin tratamientos).
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Para determinar las fuentes de las ERO intracelulares, las células LLC-PK1 se pre-trataron
con IsoLQ durante 8 h, seguido del CP durante 16 0 24 h. A los 30 minutos antes del final
de los tratamientos con el CP, el inhibidor de NOX (DPI 10 uM) y el inhibidor de NOS (L-
NAME 1 mM) se afiadieron por separado a los cultivos celulares. Finalmente, se retiro el

medio de crecimiento y se realizd la medicion de las ERO como se describid anteriormente.

6.6.2 Marcadores de estrés oxidante

6.6.2.1 Medicion de la relacion GSH/GSSG

El estado redox, expresado como la relacion GSH/GSSG, se determind siguiendo el método
descrito por Rahman et al., 2006. El contenido de proteinas totales se determind por el
método de Bradford (Bradford, 1976).

6.6.2.2 Contenido de tioles totales
Los tioles totales se determinaron a través de una reaccion acoplada con el acido 5,5°-

ditiobis(2-nitrobenzoico) (Ellman, 1959). El contenido de proteina total se determino
mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Los resultados se expresaron como

nmol/mg de proteina.

6.6.2.3 Medicion del contenido de malondialdehido (MDA)
El MDA forma un croméforo con el 1-metil-2-fenolindol el cual es detectado a 586 nm.

Los resultados se expresaron como nmol MDA/mg proteina (Gérard-Monnier et al., 1998).

6.6.3 Actividad de enzimas antioxidantes

6.6.3.1 Catalasa (CAT)

Se evalud la actividad de la enzima mediante la determinacion de la concentracion del H20:
a 240 nm durante 30 s. Se utiliz6 la constante de reaccion de primer orden (k) como la
unidad de actividad enzimaética de la CAT. Los resultados se expresaron como k/ mg
proteina (Aebi, 1984).

6.6.3.2 Glutation peroxidasa (GPx)
Se determind indirectamente a través de una reaccion acoplada con la GR y el NADPH.

Los resultados se expresaron en U/mg proteina, donde U es la cantidad de enzima que

oxida un umol de NADPH por minuto (Lawrence & Burk, 1976).
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6.6.3.3 Glutatién reductasa (GR)
La actividad de la GR se determind midiendo la desaparicion de NADPH a 340 nm. Los

resultados se expresaron como U/mg proteina, donde U equivale a un mol de NADPH

oxidado por minuto (Carlberg & Mannervik, 1975).

6.6.3.4 Glutation S-transferasa (GST)
Esta enzima conjuga al GSH con el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno y dicho conjugado absorbe

a 340 nm. La actividad se expresé como U/mg proteina, donde U es la cantidad de 1-cloro-

2,4-dinitrobenceno conjugado expresado en nmol por minuto (Habig et al., 1974).

6.6.3.5 Superoxido dismutasa (SOD)
La SOD neutraliza los O™ generados por el sistema xantina-xantina oxidasa, los cuales

reducen al azul de nitrotetrazolio generando formazan, el cual se absorbe a 560 nm. La
actividad se expres6 como U/mg proteina, donde U corresponde a la cantidad de azul de

nitrotetrazolio reducido expresado en nmol (Sun et al., 1988).

6.7 Evaluacion de la funcion renal en plasma

6.7.1 Creatinina

La determinacién se realizd6 mediante un ensayo colorimétrico basado en la reaccion de
Jaffé (Slot, 1965), empleando un estuche comercial. La creatinina reacciona con el picrato
alcalino formando un complejo rojizo que absorbe a 492 nm. Los resultados se expresaron

como mg creatinina/dL.

6.7.2 Nitrégeno ureico en sangre (BUN, blood urea nitrogen)
Se determind empleando un estuche comercial. La urea presente en la muestra reacciona

con o-ftalaldehido en medio &cido originando un complejo colorido que absorbe a 510 nm.

Los resultados se expresaron en mg/dL.

6.7.3 Actividad de glutation peroxidasa (GPx)
Se determind indirectamente a través de una reaccion acoplada con la GR y el NADPH.

Los resultados se expresaron en U/mL, donde U corresponde a la cantidad de la enzima que

oxida un umol de NADPH por minuto (Lawrence & Burk, 1976).

31



6.8 Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron como valor promedio + error estandar de la media (EEM). El

andlisis estadistico se realizd para cada determinacion utilizando el software Prism 6.0
(GraphPad) comparando las medias a través de un analisis de varianza (ANOVA, del inglés
analysis of variance) de una via seguido de una prueba de comparacion mdaltiple de Tukey.
Para los cursos temporales de los Western blot se realiz6 una t de student con respecto al
control. Un valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

7. RESULTADOS

Modelo in vitro primera etapa

7.1 Determinacion de la concentracién media inhibitoria (I1Cso) del CP y de la 1soLQ

Las células LLC-PK1 se trataron con el CP (10-80 uM) durante 24 y 48 h. En la Figura 6A
se observa que a las 24 h el CP 10 uM no fue citotoxico, mientras que las concentraciones
superiores a 20 uM causaron citotoxicidad. La concentracion media inhibitoria (ICsp)
calculada fue 29.4 £ 3.8 uM a las 24 h. En la Figura 6B se observa que el efecto toxico del
CP aumenta con el tiempo ya que a las 48 h se requiere una menor concentracion (12.4 +
2.0 pM) para disminuir el 50% de la viabilidad celular, evidenciando el dafio del CP hacia

los tabulos proximales, su principal blanco.

A) B)
120 IC50=29.4+3.8 uM 1205 IC50=12.4+2.0 uM
& g 100 =, & T 100
&8 e &8
S @ 80 S @ 80
o5 60 * o 3 60
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=22 40 * = 2 404 * %
‘o o
83 20 - 82 % ‘ \ . -
S E . >= i * *
0 T T T 0 T T T
0 10 20 30 40 60 80 0 10 20 30 40 60 80
24 h Cisplatino (uM) 48 h Cisplatino (M)

Figura 6. Concentracion media inhibitoria en las células LLC-PK1. A) Tratamiento con
cisplatino (CP) durante 24 h. B) Tratamiento con CP durante 48 h. n=3 experimentos

independientes (9-12 datos). Datos promedio £ EEM. *p<0.05 vs control (vehiculo).
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La ICso calculada de la IsoLQ es de 35.7 + 44 uM y 34 + 1.0 uM a las 24 y 48 h,
respectivamente. La disminucion en la viabilidad celular podria estar asociada con la
induccion de estrés de RE, sin embargo, el valor de la ICso de la IsoLQ se mantiene,

indicando que es menos citotdxica que el CP para los tubulos proximales.

7.2 Determinacion de la concentracion protectora de la 1soLQ y el tiempo de pre-
tratamiento contra la toxicidad inducida por el CP en las células LLC-PK1

Con base en un estudio previo del laboratorio, las células se pre-trataron durante 6 y 8 h con
la IsoLQ (10-80 uM) para evaluar la viabilidad celular a las 24 h de la adicion del CP 35y
40 uM para determinar cudl es el tiempo y concentracion en donde se aumente
significativamente la viabilidad celular. La Figura 7 muestra la tipica relacion hormética en
forma de J invertida, donde las concentraciones de la IsoLQ entre 5y 30 uM atenuan la
muerte celular inducida por el CP, mientras que las concentraciones de la IsoLQ superiores
a 35 uM aumentan la muerte celular inducida por el CP. Las concentraciones de la IsoLQ
de 15 y 25 uM atenuan la disminucién de la viabilidad celular de forma estadisticamente

significativa y se encuentran en la zona hormética (respuesta bioldgica favorable).
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
6 h IsoLQ (pM) +24 h CP 35 pM 8 hIsolLQ (pM)+24 h CP 40 pM

Figura 7. Curva hormética de dosis-respuesta de la isoliquiritigenina (IsoLQ) en
células tratadas 24 h con el cisplatino (CP). A) 6 h de pre-tratamiento con la IsoLQ. B) 8
h de pre-tratamiento con la IsoLQ. n=3-4 experimentos independientes (9-12 datos). Datos
promedio £ EEM. *p<0.05 vs CP 24 h.

Con base en los resultados anteriores, el CP a 40 uM causa mas del 50% de la muerte
celular, mientras que los datos de la Figura 7 indican que la IsoLQ a 15 y 25 pM estan
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dentro de la zona hormética (atenuan la disminucién de la viabilidad celular). Por lo tanto,
se utilizaron estas concentraciones y la més alta del CP, para aumentar el reto toxico a la
celula. El pre-tratamiento de 6 y 8 h con la IsoLQ a 15 y 25 uM revelé efectos
citoprotectores contra el CP a 40 uM (Figura 8). Lo anterior resulta de gran interés, debido
a que si se continta aumentando el reto toxico con el CP (Figura 9), se observa que la
IsoLQ tiene efectos protectores en las células LLC-PK1, lo cual seria de gran utilidad por la

diversidad de dosis que se utilizan en el tratamiento con el CP.
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Figura 8. El pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) atenua la disminucion
de la viabilidad celular ocasionada por el cisplatino (CP). A) 6 h de pre-tratamiento con
la IsoLQ. B) 8 h de pre-tratamiento con la IsoLQ. n=3 experimentos independientes (9

datos). Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs control (sin tratamiento), *p<0.05 vs CP.

Las células pre-tratadas Gnicamente con la IsoLQ 25 uM tienen una morfologia parecida a
los controles (monocapa y alargadas) (Figura 9), mientras que el tratamiento con el CP
disminuye el nimero de células de manera dependiente de la dosis y ademas pierden su
forma, sin embargo, al combinarse con la IsoLQ se atenGan estas alteraciones. Las
imagenes de campo claro son consistentes con los datos de viabilidad celular presentados

anteriormente.
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CP 60 uM

CONTROL

Figura 9. Iméagenes en campo claro de las células LLC-PK1 pre-tratadas 6 h con la
isoliquiritigenina (IsoLQ) 25 uM y posteriormente con el cisplatino (CP) por 24 h.
Objetivo 20x.

Adicionalmente, se aumentaron los tiempos de pre-tratamiento a 12, 18 y 24 h con la
IsoLQ, para determinar si se observaba un mayor efecto en la viabilidad celular, sin
embargo, los resultados indican que los pre-tratamientos mayores a 12 h con IsoLQ vy el
posterior tratamiento con el CP exacerban el dafio (datos no presentados), es probable que
exista un efecto pro-oxidante, sin embargo, se tendrian que evaluar los marcadores

correspondientes para corroborarlo.

7.3 El pre-tratamiento con la I1soLQ induce estrés de RE

De acuerdo con los datos presentados en la Figura 8, el pre-tratamiento con la IsoLQ a 15
y 25 uM atentan la muerte celular inducida por el CP, por lo que las células se trataron con
la concentracion mas alta de la IsoLQ (25 uM) utilizada previamente para determinar el
estrés de RE. En la Figura 10 se observa que la expresién de GRP94 aumenta a partir de
las 4 h de tratamiento con la IsoLQ (25 pM), mientras que para la chaperona GRP78 se
observa un aumento significativo desde las 6 h de tratamiento, obteniéndose un efecto
maximo a las 8 y 24 h de tratamiento con la IsoLQ.
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Figura 10. El pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) induce el estrés de
reticulo endoplasmico (RE) en las células LLC-PK1. n=3 experimentos independientes.

Datos promedio £ EEM. *p<0.05 vs control (sin IsoLQ, tiempo 0 h). Abreviaturas: GRP78:

proteina relacionada con la glucosa de 78 kDa; GRP94: proteina relacionada con la glucosa de 94 kDa.

Modelo in vitro segunda etapa

7.4 El pre-tratamiento con la IsoLQ aumenta el estrés de RE y activa la via de PERK
en la toxicidad inducida por el CP en células LLC-PK1

Con base en los resultados de viabilidad celular, asi como en las expresiones de GRP78 y
GRP94 obtenidas de los experimentos de la primera etapa, el protocolo experimental se
disefié de la siguiente manera: las células se pre-trataron con la IsoLQ 25 uM durante 8 h
(efecto més alto sobre la viabilidad celular y las expresiones de las GRPs) y luego con 40
UM de CP (concentracion mas alta evaluada en la curva de hormesis) en un estudio de
curso temporal. Después del pre-tratamiento durante 8 h con la IsoLQ 25 pM vy la
exposicion con el CP 40 uM durante 16 y 24 h, la expresion de GRP78 y GRP94 aumenta
en las células LLC-PK1 (Figura 11B). Es notorio que la expresion de estos acompariantes
en este esquema de tratamiento dual es mayor que en el tratamiento con la IsoLQ o el CP

solo (Figuras 10y 11A, respectivamente).
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Figura 11. Estrés de reticulo endoplasmico (RE) en células LLC-PK1. A) Tratamiento
con el cisplatino (CP) 40 uM. B) 8 h de pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) 25
uM y el CP 40 uM. n=3 experimentos independientes. Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs

control (sin CP, tiempo 0 h). Abreviaturas: GRP78: proteina relacionada con la glucosa de 78 kDa;

GRP94 proteina relacionada con la glucosa de 94 kDa
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Adicionalmente, para determinar si la via de PERK se activa en este modelo experimental
se evalud la expresion de ATF4 (Figura 12). En las células tratadas 8 h con la IsoLQ se
observa un aumento, aunque éste no es significativo, mientras que las células tratadas 16 h
con el CP vy las pre-tratadas 8 h con la IsoLQ y posteriormente tratadas 16 h con el CP, se
observa un aumento significativo en la expresion de ATF4 (Figura 12A y B), esta misma
tendencia se observa en la Figura 13A, sin embargo, la activacion parece ser temporal
debido a que no persiste hasta las 24 h de exposicion con el CP (Figura 13B).

La activacion de ATF4 esta relacionada con la induccion de autofagia, por ello se evalué la
expresion de beclina-1 (Figura 12A), en las células tratadas 16 h con el CP se observa una
mayor expresion de beclina-1 que en las células pre-tratadas 8 h con la IsoLQ vy
posteriormente tratadas 16 h con el CP (Figura 12C) lo cual sugiere que se esta induciendo
la nucleacion de la vesicula y probablemente se estd llevando a cabo la autofagia, sin
embargo se tendrian que determinar otras proteinas para evaluar si existe alguna alteracion

en el flujo autofagico en este modelo experimental.
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Figura 12. La via de la proteina cinasa del reticulo endoplasmico activada por ARN de
doble cadena se activa en las células LLC-PK1. A) Imégenes de las inmunocitoquimicas
Objetivo 40 x. B) Cuantificacion del activador del factor de transcripcion 4 (ATF4). C)
Cuantificacion de beclina-1. n=3 experimentos independientes. Datos promedio + EEM.

*p<0.05 vs control. Abreviaturas: ATF4: activador del factor de transcripcion 4; CP: cisplatino; IsoLQ:

isoliquiritigenina.
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Figura 13. La activacién del activador del factor de transcripcion 4 (ATF4) es
temporal en la toxicidad inducida por el cisplatino (CP) en las células LLC-PK1. A) 16
h de exposicion con el CP 40 uM. B) 24 h de exposicion con el CP 40 uM. n=3
experimentos independientes. Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs control. Abreviaturas: CP:

cisplatino; IsoLQ: isoliquiritigenina.

7.5 La hormesis inducida por la I1soLQ atenua el estrés oxidante en las células LLC-
PK1 tratadas con el CP

Las células LLC-PK1 se pre-trataron con la IsoLQ 25 uM durante 8 h y luego con el CP 40
MM durante 16 y 24 h, como se describe para la segunda etapa del disefio experimental. El
pre-tratamiento con la IsoLQ 25 uM disminuye la produccion de las ERO en ~37 y ~26%
después de la exposicion durante 16 y 24 h de CP 40 uM, respectivamente, y atenua la
disminucion en la relacion GSH/GSSG, los tioles libres y la actividad de la GR 24 h

después exposicion al CP (Tabla 3).
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Tabla 3. Hormesis inducida por el pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ)

sobre el estrés oxidante en células LLC-PK1 después del tratamiento con el cisplatino

(CP).
25 uM IsoLQ
Grupo Control 40 uM CP 25 uM IsoLQ (8 h)+40 uM CP
8h)
Tiempo
tratamiento CP Oh Oh 16 h 24 h 16 h 24 h
Produccién ERO 1004 +£4.5 | 100.1 £6.7**# | 236.5+36.2* | 206.8 £24.5* | 147.9 + 18.2*** | 152.3 + 24.5*
(%)
GSH/GSSG 5.92 £ 0.35 ND 1.67 +0.19* 1.49 + 0.16* 2.14+0.13* 3.22 £ 0.44*#
Tioles totales
1439+29 | 138.1+13.6* 1151+ 3.6 85.1 + 4.6* 148.9 £ 27.1 204.9 + 28.7%
(nmol/mg proteina)
Actividad GR
0.015 £ 0.001 | 0.014 +0.001# | 0.010 + 0.001* | 0.006 + 0.001* | 0.011 +0.001* | 0.014 + 0.001%
(U/mg proteina)

Datos promedio £ EEM, n=3. *p<0.05 vs. control (sin IsoLQ y CP), **p<0.05 vs. CP 16 h,

#p<0.05 vs. CP 24 h. ND, no determinado. Abreviaturas: CP: cisplatino; IsoLQ: isoliquiritigenina;

ERO: especies reactivas de oxigeno; GSH/GSSG: glutation/glutation disulfuro; GR: glutation reductasa.

7.5.1 La NOS es la fuente de produccion de las ERO en las células LLC-PK1 pre-

tratadas con la IsoLQ y con el CP en un estudio de curso temporal

Para determinar las fuentes de las ERO intracelulares, se utiliz6 DPI, un inhibidor de la
NOX, o L-NAME, un inhibidor de la NOS. El DPI no disminuye la produccion de las ERO

en ninguno de los grupos de las células tratadas, mientras que el uso de L-NAME

disminuy0 la produccion de las ERO a las 16 h en las células tratadas con la IsoLQ y el CP

a los mismos niveles del grupo control, y este efecto permanece hasta las 24 h (Figura 14)

mientras que, en las células tratadas con el CP, la produccion de las ERO disminuyd solo a

las 16 h.
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Figura 14. La é6xido nitrico sintasa (NOS) es la principal fuente de produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) en las células LLC-PK1 pre-tratadas 8 h con la
isoliquiritigenina (IsoLQ) y subsecuentemente con el cisplatino (CP). A) 16 h de
exposicion con el CP. B) 24 h de exposicion con el CP. n=3 experimentos independientes
(9-12 datos). Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs. control, *p<0.05 vs. CP. Abreviaturas:

DPI: cloruro de difeniliodonio; L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster.

Modelo in vivo

7.6 El pre-tratamiento con la IsoLQ disminuye el dafio renal en la nefrotoxicidad
inducida por el CP en ratas

En la Figura 15A se observa que a partir del dia 4 (24 h después del tratamiento con el CP)
el peso de los animales tratados con el CP disminuye en un 3.5% (=~ 8 g), siendo
significativo al dia 6 (72 h después del tratamiento con el CP) disminuyendo en un 18% (=
44 q), el cual no se restablecié con el pre-tratamiento con la IsoLQ. Sin embargo, el pre-
tratamiento mejora la funcién renal al disminuir la creatinina plasmatica y el BUN (Figura
15B y C) y prevenir la disminucién (no significativa) en la actividad de la GPx en plasma
(Figura 15D). Adicionalmente, se realiz6 un esquema de co-tratamiento con diferentes
dosis de IsoLQ y se evaluaron los marcadores de dafio renal mencionados anteriormente.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas (Anexo 2), lo anterior podria
indicar que este antioxidante es mas efectivo en un esquema de pre-tratamiento. Algunos de
los antioxidantes utilizados en la toxicidad inducida por el CP tienen efectos protectores

con esquemas de pre-tratamiento en lugar de esquemas de co-tratamiento.
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Figura 15. Efecto del pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) en el peso
corporal y marcadores de dafio renal en la toxicidad inducida por cisplatino (CP). A)
Peso corporal. B) Creatinina plasmatica. C) Nitrégeno de urea en sangre (BUN). D)
Glutation Peroxidasa (GPx) en plasma. n=5-8 ratas por grupo. Datos promedio + EEM.

*p<0.05 vs control, *p<0.05 vs CP.

7.7 El pre-tratamiento con la IsoLQ no induce estrés de RE en la nefrotoxicidad
inducida por CP en ratas

Los polifenoles como la I1soLQ son reguladores positivos o negativos del estrés de RE, su
efecto dependera de la dosis. En la Figura 16 no se observan cambios en la expresion de
las chaperonas GRP78 y GRP94. Es probable que no se observen cambios en estos
marcadores de estrés de RE porque los efectos del CP son diferenciales en la nefrona y en
este caso se estan evaluando en la corteza renal. Ademas, el estrés de RE es una respuesta
dindmica, es posible que los cambios en la expresion de estas chaperonas ocurrieran en
tiempos mas cortos, por ejemplo 24 h después de la exposicion con el CP y en este caso se

evaluaron a las 72 h de la exposicion con el CP.
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Figura 16. El pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) no induce estrés de

reticulo endoplasmico (RE). n=3 experimentos independientes. Datos promedio + EEM.
Abreviaturas: CP: cisplatino; IsoLQ: isoliquiritigenina; GRP94: proteina relacionada con la glucosa de 94

kDa; GRP78: proteina relacionada con la glucosa de 78 kDa.

7.8 El pre-tratamiento con la IsoLQ previene la disminucién del sistema antioxidante
y atenua el estrés oxidante en la toxicidad renal inducida por el CP en ratas

La IsoLQ es un antioxidante bifuncional. El pre-tratamiento con la IsoLQ (2.5 mg/kg)
previene la disminucion de la actividad de la GPx y la GR en la corteza renal (Figura 17A
y B) y atenua la lipoperoxidacion (Figura 17F). La actividad de las enzimas GST, SOD y
CAT en la corteza renal no se modifica entre los diferentes grupos experimentales (Figura

17C, Dy E).
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Figura 17. El pre-tratamiento con la isoliquiritigenina (IsoLQ) disminuye el estrés
oxidante en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino (CP) en ratas. A) Actividad de la
glutation peroxidasa (GPx). B) Actividad de la glutation reductasa (GR). C) Actividad de la
glutation-S-transferasa (GST). D) Actividad de la catalasa (CAT). E) Actividad de la
superdxido dismutasa (SOD). F) Contenido de malondialdehido (MDA). n=5-8 ratas por
grupo. Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs control, #p<0.05 vs CP.

45



8. DISCUSION

El CP es un antineoplasico que, a pesar de inducir dafio renal como efecto secundario en los
pacientes tratados con este farmaco, continda utilizandose en el tratamiento del cancer
debido a su eficacia. La nefrotoxicidad inducida por el CP implica una variedad de
interacciones complejas entre la unién al ADN, la disfuncién mitocondrial, el estrés de RE,
el estrés oxidante y la inflamacion y aunque estos mecanismos han sido ampliamente
estudiados aun no se conoce con exactitud la contribucion de cada uno de ellos en el dafio
renal inducido por el CP. A partir del conocimiento de las principales vias involucradas en
la nefrotoxicidad inducida por el CP, se han desarrollado tratamientos dirigidos con
antioxidantes para prevenirla. Aunque existe una gran evidencia derivada de los estudios
preclinicos, los estudios clinicos son escasos, sin embargo, en éstos se ha demostrado una

mejora en la funcion renal.

La IsoLQ es un flavonoide con propiedades antiinflamatorias, antitumorales y antioxidantes
(Chen et al., 2019; Kim et al., 2008; Lee et al., 2008; Ramalingam et al., 2018; Sun et al.,
2013; Wang et al., 2017) que ejerce efectos protectores en las células hepaticas y renales
(Lee et al., 2008; Lee et al., 2013; Moreno-Londofio et al., 2017; Peng et al., 2015;
Ramalingam et al., 2018; Wang et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que IsoLQ no
interfiere con la actividad antineoplasica de CP (Lee et al., 2008). Uno de los objetivos de
este trabajo fue explorar si el pre-tratamiento con la IsoLQ induce estrés de RE, produce
hormesis y atenGa el estrés oxidante para proteger a las células epiteliales renales de cerdo
(LLC-PK1) contra la toxicidad inducida por el CP. El efecto de la IsoLQ sobre la viabilidad
celular en la nefrotoxicidad inducida por el CP fue una dosis-respuesta bifasica: bajas
concentraciones de la IsoLQ atentan la disminucion de la viabilidad celular, mientras las
altas concentraciones de la IsoLQ la inhibieron. Este efecto se conoce como hormesis,
término que se refiere a una respuesta celular biolégica favorable (Bhakta-Guha & Efferth,
2015; Calabrese & Baldwin, 1997, 2001; Calabrese & Mattson, 2017; Lushchak, 2014;
Mattson, 2008). Las curvas dosis-respuesta de las células pre-tratadas con la IsoLQ y
posteriormente con el CP tienen la forma de J invertida y ademas estas curvas bifasicas

tienen un intervalo denominado zona hormética donde los efectos benéficos son evidentes
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(Figura 7) (Breithaupt, 2003; Calabrese & Baldwin, 1997, 2001; Lushchak, 2014). La
estimulacion con dosis bajas de la I1soLQ, refleja la capacidad de las células para distribuir
los recursos bioldgicos que ayudan a defender al organismo de una amplia gama de agentes
estresantes, como el CP. Este mecanismo adaptativo reduce el dafio de manera mas efectiva
que la respuesta inducida solo por la exposicion al estresante (Calabrese, 2008; Calabrese &
Baldwin, 1997; Mattson, 2008; Zimmermann et al., 2014). Por lo tanto, la hormesis es mas
que una simple relacion dosis-respuesta, es una manifestacion cuantitativa y temporal de
procesos reparadores que son de naturaleza adaptativa, como la UPR generada por el estrés
de RE (Bhakta-Guha & Efferth, 2015; Calabrese, 2008; Calabrese & Baldwin, 1997;
Calabrese & Mattson, 2017; Cox, 2012; Mollereau, 2013; Mollereau et al., 2014).

Los datos obtenidos en esta tesis muestran que el pre-tratamiento de 8 h con la IsoLQ 25
uM indujo estrés de RE y también atenud la muerte inducida por la exposicion con el CP
40 uM en las células LLC-PK1. EI aumento de la expresion de las chaperonas GRP78 y
GRP94 indica la induccidn de estrés de RE y sugiere la activacion de la UPR (Almanza et
al., 2019; Cybulsky, 2017; Dufey et al., 2014; Hiramatsu et al., 2015; Kitamura, 2008;
Schonthal, 2012; Urra et al.,, 2013). La induccién temprana de estrés de RE podria
desempefar un papel clave en la supervivencia celular, porque el estrés de RE inducido por
el pre-tratamiento con la IsoLQ generd un efecto hormético para activar respuestas
adaptativas como la UPR, que puede proteger contra niveles de estrés mas altos como
ocurre en la nefrotoxicidad inducida por el CP. En modelos in vitro e in vivo de las
enfermedades renales, como la isquemia-reperfusién renal o la exposicién a compuestos
citotoxicos, la induccién a priori del estrés de RE con compuestos farmacolégicos o
naturales genera tolerancia contra estas agresiones (hipoxia, estrés oxidante) para inhibir la
muerte celular apoptética (Bedard et al., 2004; Cybulsky, 2017; Inagi, 2010; Kitamura,
2008; Peyrou & Cribb, 2007; Prachasilchai et al., 2008; Xu et al., 2016; Yan et al., 2018).

Es importante destacar que el aumento en la expresion de las chaperonas GRP78 y GRP94
y la induccion de estrés de RE, no implica la activacién simultanea de las tres vias de la
UPR, el estreés de RE es un sistema dinamico y en constante cambio, la activacion de cada

via dependera del entorno y de las necesidades de la célula para restaurar su homeostasis
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(Song et al., 2017; Sureshbabu et al., 2015). La via de PERK/p-elF2a/ATF4 de la UPR
tiene un papel fundamental en la toxicidad inducida por el CP, debido a que disminuye la
sintesis de proteinas, induce la respuesta antioxidante, la autofagia y esta relacionada con la
funcion mitocondrial, organulo dafiado por el CP (Urra et al., 2013; Rainbolt et al., 2014;
Song et al., 2017; Lebeau et al., 2018). Al evaluarse la expresion de PERK (Anexo 2) no se
observaron cambios, aunque hay un discreto aumento en los grupos CP e IsoLQ+CP, es
necesario también evaluar la forma activa (fosforilada), sin embargo el aumento de la
expresion de ATF4 a las 16 h de exposicion del CP (Figura 12) indican que la via esta
activa, debido a que este factor de transcripcion esta por debajo de la via de sefializacion de
PERK (Almanza et al., 2019; Dufey et al., 2014). EI ATF4 es considerado un regulador
maestro ante la respuesta al estrés, debido a que su principal objetivo es promover la
sobrevivencia celular, aunque también puede inducir apoptosis (Wortel et al., 2017). En el
modelo experimental la induccién de ATF4 podria indicar que tiene un efecto benéfico
porque es temporal, se observa unicamente a las 16 h de exposicion con el CP, si ATF4
continuara expresandose podria inducir la expresion de CHOP que esta relacionada con la
apoptosis mediada por el estrés de RE, sin embargo a las 24 h de exposicion con el CP no
se observan cambios en la expresion de ATF4 y ademas no hay cambios en la expresion de
CHOP (Anexo 2), es posible que la via de PERK continue activa a las 24 h de exposicion
con el CP debido a que la expresion de las chaperonas GRP78 y GRP94 se mantiene en
estos tiempos, sin embargo se tendria que evaluar la expresion de PERK y elF2a para
corroborarlo.

Los efectos directos de la induccion de ATF4 en la células LLC-PK1 serian a traves del
aumento en el transporte de aminoécidos y enzimas, la respuesta antioxidante y la sintesis
de chaperonas (Almanza et al., 2019; Dufey et al., 2014; Wortel et al., 2017). También, el
ATF4 de manera indirecta puede regular genes relacionados con la autofagia (Wortel et al.,
2017), este es un proceso catabolico a traves de los cuales el contenido celular se transporta
a los lisosomas o endosomas para ser degradado o reciclado (Galluzzi et al., 2017; Klionsky
et al., 2016; Klionsky & Emr, 2000). La autofagia es un proceso complejo en el cual estan
involucradas diferentes proteinas, una de ellas es beclina-1 que regula de manera

coordinada la autofagia y el trafico de membranas (Kang et al., 2011; McKnight & Yue,
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2013). En las células LLC-PK1 se evalud la expresion de beclina-1 a las 16 h de exposicion
con el CP (Figura 12), la sobreexpresion de esta proteina se relaciona con la induccion de
autofagia, aunque también puede participar en procesos como apoptosis y endocitosis
(McKnight & Yue, 2013). En los grupos CP e IsoLQ+CP se observa un aumento en la
expresion de beclina-1, es posible que en el grupo pre-tratado con IsoLQ actue como un
mecanismo de proteccion, mientras que en el grupo tratado Unicamente con CP podria
contribuir al dafio celular, porque aunque las ERO induzcan la autofagia como mecanismo
de reparacion y sobrevivencia, la excesiva produccion de ERO causada por el CP, generan
estrés oxidante e inflamacion, lo cual altera el flujo autofagico y desencadena la muerte
celular (Sano & Reed, 2013; Sureshbabu et al., 2015). Sin embargo, es necesario evaluar el

flujo autofagico para determinar el papel de ésta en el modelo experimental.

Por otro lado, el estrés oxidante también es caracteristico de la nefrotoxicidad inducida por
el CP y es un factor importante en el desarrollo y progresion de los otros mecanismos de
dafio asociados, tales como disfuncion mitocondrial, inflamacion y estrés de RE (Cao &
Kaufman, 2013; Dasari & Bernard Tchounwou, 2014; dos Santos et al., 2012; Manohar &
Leung, 2018; Miller et al., 2010; Pabla & Dong, 2008). Las ERO se generan de forma
natural y regulan diferentes funciones celulares (Halliwell, 2007; Small et al., 2012). Sin
embargo, cantidades excesivas de las ERO pueden provocar dafios a las proteinas,
modificando su funcién y alterando la homeostasis del RE (Almanza et al., 2019; Bhandary
et al., 2012; Malhotra & Kaufman, 2007; Reyes-Fermin et al., 2020). La sobreproduccion
de las ERO puede ser detectado por el RE, que es muy sensible a los cambios en los niveles
de las ERO a través de sensores redox, como los grupos tiol de las cisteinas (Cao &
Kaufman, 2013; Goligorsky, 2016; Mailloux et al., 2014; Ozgur et al., 2018; Ursini et al.,
2016; Xiong et al., 2011), que provocan una acumulacion de proteinas mal plegadas y
consecuentemente aumentan la produccion de las ERO, lo que conduce a un circulo vicioso
capaz de activar la UPR, generar estrés crénico e inducir apoptosis (Cao & Kaufman, 2013;
Malhotra & Kaufman, 2007; Ozgur et al., 2018; Reyes-Fermin et al., 2020; Small et al.,
2012). Ademas, la sobreproduccion de las ERO provoca una disminucion en la relacion

GSH/GSSG vy en los niveles de las enzimas antioxidantes, mientras se oxidan los lipidos, el
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ADN, y proteinas (dos Santos et al., 2012; Manohar & Leung, 2018; Pabla & Dong, 2008;
Peres & Cunha Janior, 2013; Miller,2010). En este modelo experimental, la produccién de
las ERO podria asociarse a la actividad de la NOS y, en consecuencia, la sobreproduccion
del O." que potencia el estrés oxidante. Sin embargo, la IsoLQ puede atenuar este
desequilibrio oxidante debido a su capacidad de captacion de las ERO (Ramalingam et al.,
2018; Wang et al., 2017) y probablemente por la respuesta antioxidante inducida por la
activacion de la via de PERK/p-elF2a/ATF4 de la UPR . En la toxicidad inducida por el
CP, la disminucion de la relacion GSH/GSSG es caracteristica debido a la formacion de
aductos con el GSH y el CP. Las especies del CP con carga positiva (sus formas activas)
tienen una gran afinidad por los grupos tiol (dos Santos et al., 2012; Haynes et al., 2004;
Miller et al., 2010; Pabla & Dong, 2008; Townsend, 2003) y, en consecuencia, existe una
alteracion en la actividad de las enzimas relacionadas con metabolismo del GSH (Haynes et
al., 2004; Peres & Cunha Junior, 2013). Ademas, la disminucién del GSH podria estar
asociada con la formacion de enlaces disulfuro entre proteinas mal plegadas en una
reaccion acoplada con la PDI y la oxidorreductasa 1del RE (Bhandary et al., 2012; Birk et
al., 2013; Ognjanovi¢ et al., 2012; Uzilday et al., 2018; Zaazaa et al., 2019).

Curiosamente, la induccion de estrés de RE también se asocia con un aumento en la
biosintesis de GSH con la finalidad de formar enlaces disulfuro entre proteinas y reciclar
proteinas desplegadas. Este efecto podria explicar el aumento de tioles libres, como GSH,
en células pre-tratadas con la IsoLQ (Ozgur et al., 2018; Uzilday et al., 2018). Ademas, ha
sido descrito que el estrés de RE aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como la
GR, la GPx y la GST (Dufey et al., 2014; Ozgur et al., 2018; Uzilday et al., 2018).
Probablemente, el aumento en la actividad de la GR en las células pre-tratadas con la IsoLQ
se debi6 a este efecto, ya que la IsoLQ también es un antioxidante bifuncional capaz de
inducir la expresion de enzimas citoprotectoras de fase Il a través de la regulacién de Nrf2
(Moreno-Londofio et al., 2017; Orlikova et al.,, 2011). De manera interesante, PERK
fosforila directamente a Nrf2 (Cullinan et al., 2003; Huang et al., 2020; Zhu et al., 2019),
induciendo la disociacion de su regulador negativo Keapl y con ello se trasloca al ndcleo,

lo que lleva a la transcripcion de genes que codifican enzimas citoprotectoras de fase Il que
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mantienen la homeostasis redox y pueden contribuir a la supervivencia celular (Cullinan et
al., 2003). Es necesario un estudio mas profundo sobre el papel de las proteinas de la UPR
y el estrés oxidante para describir y comprender los mecanismos implicados en el efecto
hormético producido por la IsoLQ en las celulas LLC-PK1 en la toxicidad inducida por el
CP. En la Figura 18 se presenta el mecanismo de proteccion de la IsoLQ en la toxicidad
inducida por el CP en células LLC-PK1, esto se realizd basado en las principales

observaciones de este trabajo.

Induccion temprana

(o)
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v v

(* GrP78 * GRPO4 )
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Efecto hormético

h 4 Estrés oxidante
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Figura 18. Esquema integrativo del modelo in vitro. El pre-tratamiento con la IsoLQ
aumenta la expresion de GRP78 y GRP94 y consecuentemente inducen el estrés de RE, el
cual activa temporalmente la via de PERK/ATF4. El efecto hormético generado por el
estrées de RE y también por las propiedades antioxidantes de la IsoLQ atenuan el estres
oxidante disminuyendo la produccion de las ERO, asociadas a la actividad de la NOS,
ademas, atenta la reduccion de la relacion GSH/GSSG vy la actividad de la GR. La
combinacion de estos efectos favorece la sobrevivencia celular en la toxicidad inducida por
el CP en las células LLC-PKL1. Las lineas punteadas indican la posible participacion de esta

via. Figura elaborada con Biorender.com. Abreviaturas: ATF4: activador del factor de transcripcion
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4; CP: cisplatino; ERO: especies reactivas de oxigeno; GRP78: proteina regulada por glucosa de 78 kDa,
GRP94; proteina regulada por glucosa de 94 kDa; GSH: glutation; GSSG: glutatién disulfuro; IsoLQ:
isoliquiritigenina; NOS: 6xido nitrico sintasa; PERK: proteina cinasa del RE activada por RNA de doble

cadena; RE: reticulo endoplasmico.

En el modelo in vitro se demostro que el efecto protector de la IsoLQ es a través de sus
propiedades antioxidantes, asi como inductor de estrés de RE. Por lo cual, el segundo
objetivo de este trabajo fue evaluar si el pre-tratamiento en ratas con la IsoLQ tiene un
efecto protector en la insuficiencia renal aguda inducida por el CP a través de sus
propiedades antioxidantes y como regulador del estrés de RE. En diferentes estudios se ha
demostrado que una dosis de CP de 7.5 mg/kg p.c en ratas induce dafio renal, la cual se
caracteriza por el aumento en los niveles de creatinina plasmatica y BUN. EIl pre-
tratamiento con la IsoLQ en las ratas disminuyé estos marcadores de dafio renal lo cual
sugiere gque este antioxidante podria tener efectos protectores en el rifion, es posible que sea
a nivel tubular debido a que se observa un ligero aumento, aunque no es significativo, en la

actividad de la GPx en plasma.

Al analizarse los marcadores de estrés oxidante, se observa que el efecto protector de la
IsoLQ en el modelo in vivo se asocia a sus propiedades antioxidantes, debido a que restaura
la actividad de la GPx y la GR (Figura 17) y posiblemente también los niveles de GSH,
debido a que la GR es un componente esencial para mantener al GSH, el cual sera utilizado
por la GPx para reducir al H.O2 o0 el ROOH y con ello disminuir las ERO (Couto et al.,
2016). Estas ERO pueden extraer un hidrogeno del grupo metileno de un acido graso,
formando un radical lipidico el cual reacciona con el oxigeno molecular y forma el ROO",
éste genera hidroperdxidos y finalmente forman el MDA (Konigsberg, 2008; Phaniendra et
al., 2015; Pizzino et al., 2017). Es probable que a través de las propiedades antioxidantes
directas e indirectas de la IsoLQ (Wang et al., 2017) contribuyan a la disminucién de la
lipoperoxidacion en este modelo experimental. Finalmente, es necesario explorar el papel
del estrés de RE y del estrés oxidante para describir y comprender los mecanismos

implicados en el mecanismo de proteccion producido por la IsoLQ en la toxicidad inducida
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por el CP en ratas. En la Figura 19 se presenta el mecanismo de proteccion de la IsoLQ en
este modelo experimental, derivado de las principales observaciones de este trabajo.

Por otro lado, al analizarse los marcadores de estrés de RE como GRP78 y GRP94 en la
corteza renal, no se encontraron diferencias, es posible que se requieran dosis mas altas
para inducir estrés de RE o que al ser una respuesta dindmica, los cambios no se observen
debido a que la evaluacién se realizé 72 h después de la administracion del CP y de la
IsoLQ (Figura 16). Es importante destacar que la expresion de las chaperonas se
determinaron en la corteza renal, probablemente para observar cambios en la expresion de
las chaperonas se tenga que realizar un aislamiento de las diferentes secciones de la
nefrona, en particular de los tibulos proximales, debido a que el CP afecta esta seccion en
particular (Kroning et al., 1999; van Angelen et al., 2013). Con estos resultados no es

posible afirmar si la IsoLQ es un regulador de estrés de RE en este modelo experimental.

1
1
1
' QActividad GRy GP)D O Lipoperoxidacién)

( GRP78 y GRP94) M
{ IsoLQ |

Estrés oxidante

-~

( Daiio renal ),‘
]

Figura 19. Esquema integrativo del modelo in vivo. El pre-tratamiento con la 1soLQ

atentia el dafio renal al disminuir la creatinina plasmatica y el BUN, ademas restaura la
actividad de las enzimas antioxidantes GR y GPx en la corteza renal. Las lineas punteadas
indican efectos sugeridos. Figura elaborada con Biorender.com. Abreviaturas: CP: cisplatino;

GR: glutatién reductasa; GRP78: proteina regulada por glucosa de 78 kDa; GPx: glutation peroxidasa; I1soLQ:

isoliquiritigenina; RE: reticulo endoplasmico.
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9. CONCLUSIONES

La IsoLQ es un inductor de estrés de RE en las células LLC-PK1, la induccion temprana
del estrés de RE genera un efecto hormético que activa las respuestas adaptativas de la
UPR, particularmente de la via de PERK/p-elF2a/ATF4 que le permiten a la célula generar
tolerancia contra el dafio inducido por el CP. La activacion de esta via podria estar
implicada con la respuesta antioxidante de la 1soLQ debido a que el pre-tratamiento con
ésta disminuye el estrés oxidante en el modelo experimental.

Los efectos protectores de la IsoLQ en el modelo in vivo estan relacionados con sus
propiedades antioxidantes al restaurar la actividad de las enzimas antioxidantes GR y GPx
y atenuar la lipoperoxidacion. Se requieren estudios adicionales para determinar si la 1IsoLQ

es un regulador del estrés de RE en ratas.

10. PERSPECTIVAS

» En el modelo in vitro se plantea evaluar las otras vias de la UPR y el flujo
autofagico para determinar la contribucion de cada una de ellas en el mecanismo de
dafo del CP y de proteccién de la IsoLQ.

» Evaluar las alteraciones mitocondriales en el modelo in vitro para relacionarlo con
el estrés de RE y determinar el impacto que tiene la mitocondria sobre el estrés de
RE y viceversa.

» Realizar un pre-tratamiento con IsoLQ en las células de cancer de vejiga y
posteriormente con CP, para elaborar una curva de dosis respuesta hormética y
evaluar la induccion del estrés de RE y el estrés oxidante.

» Con un esquema de pre-tratamiento con IsoLQ en ratas, realizar el aislamiento de
las fracciones renales para evaluar en un curso temporal los marcadores de dafio

renal, el estrés oxidante y estrés de RE en la toxicidad inducida por el CP.
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ANEXO 1
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Figura 20. Expresion de proteinas de la via de PERK. A) Imégenes de las
imnunocitoquimicas Objetivo 40 x. B) Cuantificaciéon de PERK. C) Cuantificacion de

CHOP. n=3 experimentos independientes. Datos promedio + EEM. *p<0.05 vs control.
Abreviaturas: CHOP: proteina homologa potenciadora de la unién a CCAAT; PERK: proteina cinasa del RE
activada por RNA de doble cadena.
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ANEXO 2

Los animales se dividieron en 5 grupos experimentales, el esquema de administracion se

describe a continuacion:

e Grupo Control: administracion de una mezcla de solucion salina isotonica 0.9% y

etanol (vehiculo, i.p) durante 6 dias.

e Grupo CP: dosis Unica del CP (7.5 mg/kg, i.p en solucion salina isotonica al 0.9%)

en el dia 4 del estudio y administracion de vehiculo durante los demés dias del

estudio.

e Grupo IsoLQ+CP: durante los 6 dias del estudio se les administrd la 1soLQ. En el

dia 4, se les administrd el CP (7.5 mg/kg, i.p en solucion salina isotonica al 0.9%)

una hora después de la administracion de la IsoLQ. Las dosis de 1soLQ ensayadas

fueron: 1.25, 2.5y 5 mg/kg, i.p.
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Figura 21. Efecto del co-tratamiento con la isoliquiritigenina
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corporal y marcadores de dafo renal en la toxicidad inducida por el cisplatino (CP).

A) Peso corporal. B) Creatinina plasmatica. C) Nitrégeno de urea en sangre (BUN). D)

Glutation peroxidasa (GPx) en plasma. n=4-8 ratas por grupo. Datos promedio + EEM.

*p<0.05 vs control, *p<0.05 vs CP. ND, no determinado Abreviaturas: Cisplatino: CP;

Isoliquiritigenina:

IsoLQ.
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Abstract: Isoliquiritigenin (IsoLQ) is a flavonoid with antioxidant properties and inducer of
endoplasmic reticulum (ER) stress. In vitro and in vivo studies show that ER stress-mediated
hormesis is cytoprotective; therefore, natural antioxidants and ER stress inducers have been used to
prevent renal injury. Oxidative stress and ER stress are some of the mechanisms of damage involved
in cisplatin (CP)-induced nephrotoxicity. This study aims to explore whether IsoLQ pretreatment
induces ER stress and produces hormesis to protect against CP-induced nephrotoxicity in Lilly
Laboratories Cell-Porcine Kidney 1 (LLC-PK1) cells. During the first stage of this study, both IsoLQ
protective concentration and pretreatment time against CP-induced toxicity were determined by cell
viability. At the second stage, the effect of IsoLQ pretreatment on cell viability, ER stress, and oxidative
stress were evaluated. IsoLQ pretreatment in CP-treated cells induces expression of glucose-related
proteins 78 and 94 kDa (GRP78 and GRP%4, respectively), attenuates CP-induced cell death, decreases
reactive oxygen species (ROS) production, and prevents the decrease in glutathione/glutathione
disulfide (GSH/GSSG) ratio, free thiols levels, and glutathione reductase (GR) activity. These data
suggest that IsoLQ pretreatment has a moderately protective effect on CP-induced toxicity in LLC-PK1
cells, through ER stress-mediated hormesis, as well as by the antioxidant properties of IsoLQ.

Keywords: isoliquiritigenin; cisplatin; nephrotoxicity; oxidative stress; ER stress; hormesis

1. Introduction

The flavonoid 4,2’ ,4’-trihydroxichalcone, also known as isoliquiritigenin (IsoLQ) (Figure 1),
proceeds from the roots and rhizomes of licorice (Glycyrrizha glabra). It is used in Asia as an herbal
medicine due to its anti-inflammatory, antimicrobial, antitumoral, and antioxidant properties [1-8].
Regarding its antioxidant activity, it has been reported that IsoLQ scavenges reactive oxygen species
(ROS), such as the superoxide anion (O,°7), hydroxyl radical, hydrogen peroxide, and singlet oxygen [4,7],
and induces phase II cytoprotective enzymes’ expression [9,10]. In addition, IsoLQ has been used as
an endoplasmic reticulum (ER) stress inducer in cancer cell lines to induce apoptosis [8,10-16] and also
has cytoprotective effects in non-cancer cells, such as liver and kidney cells [1,4,9,16-18].
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Figure 1. Chemical structure of isoliquiritigenin (IsoLQ).

On the other hand, cisplatin or cis-diaminodichloroplatin II (CP), is an antineoplastic drug
approved by the United States Federal Drug Administration since 1978 used for the treatment of many
cancers, such as head, neck, bladder, lung, stomach, uterus, and testicular. However, its application
has been limited because 25-35% of treated patients develop kidney damage [19-23]. The mechanism
of CP nephrotoxicity has been studied for the last forty years and binding to multiple targets such
as deoxyribonucleic acid or glutathione (GSH) have been identified. Also, mechanisms such as
oxidative stress, inflammation, mitochondrial dysfunction, and ER stress have been associated to
kidney damage [19-22,24], and although the contribution of each pathway is not exactly known,
oxidative stress plays a key role [19,24-26].

Under acute ER stress, glucose-related protein 78 kDa (GRP78) and glucose-related protein
94 kDa (GRP94) are released from the ER membrane and activate the unfolded protein response (UPR)
to restore ER functions, such as protein synthesis and transport, protein folding, lipid and steroid
synthesis, among others [27-31], in addition to the antioxidant response and autophagy [27,32-34],
which maintain cellular homeostasis. However, if the ER stress is excessive or chronic and cannot
be corrected, UPR signaling promotes apoptosis [29,31,35-39]. These different effects of UPR on
cellular function have generated interest because of their similarity to those occurring in hormesis,
a process usually referred to as a biological favorable response originated by low dose/concentration or
short exposure to chemical/natural compounds or environmental factors [40-44]. However, a high
dose/concentration or long exposure inhibits this favorable response [40,41,45-49]. It has been suggested
that this biphasic dose-response could protect against more than one type of stress, and play a key role
in the treatment of different pathologies [36,40,41,50-53].

Based on the knowledge of the main pathways involved in CP-induced nephrotoxicity,
such as oxidative stress [19,21,22,25,54], apoptosis [20-22,25], mitochondrial dysfunction [20-22,25],
kinases activation [21,22,54], and ER stress [21,24,55], treatments with natural compounds have been
implemented to prevent CP-induced nephrotoxicity [20,21,24,25,56-58]. However, it is necessary to
explore more compounds and other targets less studied, such as ER stress, due to the complexity
of cisplatin toxicity. Therefore, the aim of this study was to explore whether IsoLQ-induced ER
stress produces a hormetic effect that protects against CP-induced nephrotoxicity in Lilly Laboratories
Cell-Porcine Kidney 1 (LLC-PK1) cells.

2. Results
2.1. First Stage

2.1.1. Estimation of Hormetic Zone of IsoLQ in CP-Induced Toxicity in LLC-PK1 Cells

LLC-PK1 cells were treated with CP (10-80 uM) for 24 h. Figure 2 shows that 10 uM CP was
not cytotoxic, whereas concentrations higher than 20 uM induced cytotoxicity (p < 0.05) and the
half-maximal (50%) inhibitory concentration (ICsp) calculated was 29.4 + 3.8 M. Figure 3 presents the
typical inverted J-shaped hormetic relationship, where IsoLQ concentrations between 5 and 30 uM
attenuated CP-induced cell death (p < 0.05), whereas IsoLQ concentrations higher than 35 pM increased
CP-induced cell death (p < 0.05).
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Figure 2. Cisplatin half-maximal (50%) inhibitory concentration (ICsp) in 24 h treated Lilly Laboratories
Cell-Porcine Kidney 1 (LLC-PK1) cells. Data are mean + standard error of the mean (SEM), n = 3.
*p < 0.05 vs. control (without cisplatin).
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Figure 3. Hormetic dose-response curve of isoliquiritigenin (IsoLQ) in cisplatin (CP)-induced LLC-PK1
cell death. Data are mean + SEM, n=3. *p <0.05 vs. CP 24 h.

2.1.2. Determination of IsoLQ Protective Concentration and Pretreatment Time against CP-Induced
Toxicity in LLC-PK1 Cells

According to the data shown in Figure 2, 40 uM CP caused ~66% of cell death (p < 0.05),
while Figure 3 shows that 15 and 25 pM IsoLQ attenuated CP-induced decrease on cell viability
(p < 0.05). Therefore, these two concentrations were used to determine the IsoLQ pretreatment time
that could have a protective effect against CP-induced toxicity in LLC-PK1 cells. Cell viability results
indicate that 6 and 8 h pretreatment with 15 and 25 uM IsoLQ promoted cytoprotective effects against
40 pM CP (p < 0.05) (Figure 4).
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Figure 4. Isoliquiritigenin (IsoLQ) pretreatment attenuated cell viability decrease in cisplatin
(CP)-induced toxicity. (A) 6 h IsoLQ pretreatment, (B) 8 h IsoLQ pretreatment. Data are mean + SEM,
n=3. *p <0.05 vs. control (without IsoLQ and CP), # p <0.05vs. CP.

2.1.3. Pretreatment of IsoLQ Induces ER Stress

According to the data shown in Figure 4, 15 and 25 uM IsoLQ pretreatment attenuated CP-induced
cell death (p < 0.05), so cells were treated with the highest concentration of IsoLQ (25 uM) to evaluate
ER stress. Figure 5 shows that GRP94 and GRP78 increased at 4 and 6 h (p < 0.05) respectively,
after pretreatment with 25 uM IsoLQ, and remained increased at 24 h.

25 uM IsoLQ Control 2h 4h 6h 8h 24h
GRP94 ‘ S — -—-| ~ 94 kDa

GRP78 ‘ —_— ——‘ ~ 78 kDa
a-tubulin (M S S S -] ~ 50 |03
2.5- ¥ ® 2.5,
£ 2.0 * £ 20 * *
E 3 * i
":.é 1.5 - T % 1.5 - T
% 10{ L 3 10{ L
o o
2 72
O 051 O 051
0.0l : : 0.0 : .
Control 2 4 6 8 24 Control 2 4 ] 8 24
Time (h) Time (h)

Figure 5. 25 uM isoliquiritigenin (IsoLQ) induced endoplasmic reticulum (ER) stress in LLC-PK1 cells.
Glucose-related protein 78 kDa (GRP78), glucose-related protein 94 kDa (GRP94). Data are mean + SEM,
n =3-4. *p <0.05 vs. control (without IsoLQ).

2.2. Second Stage

2.2.1. IsoLQ Pretreatment Enhanced ER Stress in CP-Induced Nephrotoxicity in LLC-PK1 Cells

Based on cell viability results as well as protein levels of GRP78 and GRP9%4 obtained from
first-stage experiments, the experimental protocol was designed as follows: cells were pretreated with
25 uM IsoLQ for 8 h (the highest effects on cell viability and GRP78 and GRP94 expression were observed
in these conditions) and subsequently with 40 uM CP (the highest CP concentration evaluated) for a
time-course study. After pretreatment of LLC-PK1 cells with 25 uM IsoLQ for 8 h and exposure to 40 uM
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CP for 16 and 24 h, GRP78 and GRP94 expression increased (p < 0.05) (Figure 6A). This increase was
higher than that under IsoLQ treatment or with CP alone (Figures 5 and 6B, respectively). In addition,
the expression of the eukaryotic initiation factor 2 alpha (p-elF2«) did not change (data not shown).
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E 5 * E 25 *
§ § 2.0
= 7
% T %18 -
o =
o Q 1.0 —L
r 1] = T4
© O o5
1] T T 0.0 T T
Control 2 16 24 Control 2 16 24
Time (h) Time (h)
B) 40uMCP Control 2h 16h 24h
GRPo4 [ L e #% | ~ a4 kDa
GRP78 [ e s W . 78 kDa
a-tubulin “ ~ 50 kDa
3.0 3.0 -
c 2.5 c 25
5 * 5
o 2.0 o 2.0
2 =
3 1.5 2 1.5
: = ol T
b 10 — & 1.0 -
o o
° 0.5+ o 0.5
0.0 . : 0.0 . .
Control 2 16 24 Control 2
Time (h) Time (h)

Figure 6. Endoplasmic reticulum (ER) stress in LLC-PK1 cells. (A) 25 uM isoliquiritigenin (IsoLQ,
8 h) pretreatment + 40 uM cisplatin (CP) treatment. (B) 40 uM CP treatment. Glucose-related protein
78 kDa (GRP78), glucose-related protein 94 kDa (GRP94). Data are mean + SEM, n =3. *p < 0.05 vs.
control (without IsoLQ and CP).

2.2.2. IsoLQ-Induced Hormesis Attenuates Oxidative Stress in CP-Treated LLC-PK1 Cells

LLC-PK1 cells were pretreated with 25 uM IsoLQ for 8 h and then with 40 uM CP for 16 and 24 h,
as described for the second stage of the experimental design. 25 uM IsoLQ pretreatment decreased
ROS production by ~37% and ~26% after exposure to 40 uM CP for 16 and 24 h (p < 0.05) respectively,
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and attenuated the decrease in GSH/glutathione disulfide (GSSG) ratio, free thiols, and glutathione
reductase (GR) activity 24 h after CP treatment (p < 0.05) (Table 1).

Table 1. Effect of isoliquiritigenin (IsoLQ)-induced hormesis on oxidative stress in LLC-PK1 cells after
16 and 24 h of cisplatin (CP) treatment.

Groups Control % ul(\;l IISOLQ 40 uM CP 25 uM IsoLQ (8 h) + 40 uM CP

Time CP Treatment Oh Oh 16 h 24h 16 h 24h
ROS production, % 100 + 4.5 100.1 + 6.7 *+# 236.5+36.2* 206.8 £245* 147.9 +18.2 *** 1523 +245*
GSH/GSSG 592 +0.35 ND 1.67 +£0.19* 149 +0.16 * 214 +0.13* 3.22 +0.44 +*
Free thiols (nmol/mg protein) 1439 +29 138.1 +13.6* 1151+ 3.6 85.1+4.6* 148.9 +27.1 204.9 +28.7 *

GR activity (U/mg protein) 0.015 + 0.001 0.014 + 0.001 # 0.010 £ 0.001*  0.006 + 0.001 * 0.011 + 0.001 * 0.014 + 0.001 *

ROS, reactive oxygen species; GSH/GSSG, glutathione/glutathione disulfide ratio; GR, glutathione reductase.
Data are mean + SEM, n = 3. * p < 0.05 vs. control (without IsoLQ and CP), ** p < 0.05vs. CP 16 h, # p <0.05vs. CP
24 h. ND, not determined.

Nitric Oxide Synthase (NOS) is the Source of ROS Production in LLC-PK1 Cells Pretreated with IsoLQ
and Exposed to CP

In order to determine intracellular ROS sources, we used diphenyleneiodonium chloride (DPI),
an inhibitor of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen (NADPH) oxidase (NOX),
or N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), an inhibitor of NOS. DPI did not decrease ROS
production in any of the groups of treated cells, whereas L-NAME decreased ROS production at 16 h
in IsoLQ + CP-treated cells to similar levels as the control group (p < 0.05). This effect remained until
24 h (p < 0.05) (Figure 7); whereas in CP-treated cells, ROS production decreased only at 16 h (p < 0.05).

*
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Figure 7. Nitric oxide synthase (NOS), but not nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen
(NADPH) oxidase (NOX), is the source of reactive oxygen species (ROS) production in LLC-PK1
cells pretreated with 25 uM isoliquiritigenin (IsoLQ, 8 h) and subsequently with 40 uM cisplatin
(CP). Diphenyleneiodonium chloride (DPI), N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). (A) 16 h CP
treatment. (B) 24 h CP treatment. Data are mean + SEM, n = 3. * p < 0.05 vs. control (without IsoLQ
and CP), # p <0.05vs. CP.

3. Discussion

IsoLQ is a flavonoid with anti-inflammatory, antitumoral, and antioxidant properties [1-7,16,59]
that exerts protective effects in liver and kidney cells [3,4,9,16-18]. In addition, it has been demonstrated
that IsoLQ does not interfere with CP antineoplastic activity [16]. The effect of IsoLQ on cell viability
in CP-induced nephrotoxicity was a biphasic dose-response: low IsoLQ concentrations attenuated
the decrease on cell viability, but high IsoLQ concentrations inhibited it. This effect is known as
hormesis, a term that refers to a biological favorable cellular response [40,47-50,60]. The IsoLQ + CP
dose-response curve showed an inverted J-shaped hormetic effect and this biphasic curve has an interval
called the hormetic zone where the beneficial effects are evident (Figure 3) [45,47-49]. The low-dose
stimulation reflects the capacity of the cells to distribute biological resources that help to defend the
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organism from a wide range of stressor agents, such as CP, and this adaptive mechanism includes stress
protein responses that reduce the damage more effectively than the response induced only by exposure
to the stressor [40,41,46,47]. Therefore, hormesis is more than simply a dose-response relationship, it is
a quantitative and temporal manifestation of reparative processes that is adaptive in nature, such as
UPR elicited by ER stress [42,43,46,47,50,60,61].

Data obtained show that 25 M IsoLQ pretreatment induced ER stress and also attenuated 40 uM
CP-induced cell death in LLC-PK1 cells. The increase in the expression of the chaperones GRP78
and GRP94 indicates the occurrence of ER stress and suggests the activation of UPR [27,29,37,62-65].
The early induction of ER stress could play a key role in cell survival, because ER stress induced by
IsoLQ pretreatment generated a hormetic effect to activate adaptive responses such as UPR, that protects
against higher stress levels as occurs in CP-induced nephrotoxicity. In in vitro and in vivo models
of kidney diseases, like renal ischemia-reperfusion or exposure to cytotoxic compounds, the a priori
induction of ER stress with pharmacological or natural compounds generates tolerance against these
insults (hypoxia, oxidative stress) in order to inhibit the apoptotic cell death [37,52,53,62,66—69].

On the other hand, oxidative stress is also characteristic in CP-induced nephrotoxicity and is
an important factor in the development and progression of other associated damage mechanisms,
such as mitochondrial dysfunction, inflammation, and ER stress [19-22,25,26,54,70]. ROS are generated
naturally and regulate cell functions [71,72]. However, excessive quantities of ROS can result in damage
to proteins, modifying their function and disrupting ER homeostasis [27,32,34,73]. ROS overproduction
can be sensed by the ER, which is highly sensitive to changes in ROS levels through redox sensors,
such as, for example, the thiol groups of cysteines [33,70,74-77], causing misfolded protein accumulation
and consequently increasing ROS production, which leads to a vicious cycle able to activate UPR,
generate chronic stress, and induce apoptosis [32-34,70,72]. Moreover, ROS overproduction causes
a decrease in the GSH/GSSG ratio and in antioxidant enzyme levels, whilst oxidizing lipids, DNA,
and proteins [19-22,25,26]. In our experimental model, ROS production could be associated to
NOS activity and consequently to overproduction of O,*~ that enhances oxidative stress. However,
IsoLQ can attenuate this oxidative imbalance due to its ROS scavenging capacity [4,7]. In CP-induced
nephrotoxicity, the decrease in the GSH/GSSG ratio is characteristic due to the formation of GSH-CP
adducts. The positively charged species of CP (their active forms) have a great affinity for thiol
groups [20,22,25,78,79] and consequently, there is an alteration in the activity of enzymes related to
GSH metabolism [19,26,78]. In addition, the decrease in GSH could be associated with the formation of
disulfide bonds among misfolded proteins in a coupled reaction with the protein disulfide isomerase
and ER oxidoreductase 1 [73,80-83].

Interestingly, ER stress induction is also associated with an increase in GSH biosynthesis in order
to form disulfide bonds between proteins and recycle unfolded proteins. This effect could explain
the increase in free thiols, such as GSH, in cells pretreated with IsoLQ [33,82]. Moreover, it has been
described that ER stress increases the activity of antioxidant enzymes such as GR, glutathione peroxidase,
and glutathione S-transferase [33,63,82]. Probably, augmented GR activity in cells pretreated with
IsoLQ was due to this effect, since IsoLQ is also a bifunctional antioxidant able to induce expression of
phase II detoxifying enzymes through nuclear factor erythroid 2 (Nrf2) transcriptional regulation [9,10].
Under ER stress, protein kinase ribonucleic acid (RNA)-activated-like ER kinase (PERK), one the of
the signaling pathways of UPR, directly phosphorylates Nrf2, causing Nrf2 to dissociates from its
negative regulator (Kelch-like erythroid-derived cap-n-collar homology-(ECH-)associated protein 1);
after which, Nrf2 translocates to the nucleus, leading the transcription of genes that encode phase II
detoxifying enzymes that maintain redox homeostasis and may contribute to cell survival [84-86].
In addition, elF2« is another target of the PERK signaling pathway [27,29,63,65]. Even though the
data on p-elF2o expression are inconclusive (data not shown), it is possible that the PERK pathway
has become activated. Nevertheless, studies on the role of UPR proteins are required to describe and
understand the mechanisms involved in the hormetic effect produced by IsoLQ in this experimental
model. In summary, Figure 8 shows a possible mechanism of the protective effect of IsoLQ against
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CP-induced nephrotoxicity in LLC-PK1 cells. We derived our assumptions from the main observations
found in this study.

uoo..o". .......0.0' /c? 'O.'.......nu.
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Figure 8. Mechanisms involved in the protective effect of isoliquiritigenin (IsoLQ) against cisplatin
(CP)-induced damage in LLC-PK1 cells. Pretreatment with IsoLQ increased the expression of
glucose-regulated protein 78 (GRP78) and glucose-regulated protein 94 (GRP94), markers of endoplasmic

reticulum (ER)-stress. The generated hormetic effect induces a decrease in reactive oxygen species
(ROS) production, associated to nitric oxide synthase (NOS) activity, as well as the attenuation in
the reduction of glutathione/glutathione disulfide (GSH/GSSG) ratio and glutathione reductase (GR)
activity. These combined effects, in addition to the antioxidant properties of IsoLQ), attenuated oxidative
stress. Figure was created with Biorender.com.

4. Materials and Methods

4.1. Reagents

LLC-PK1 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, USA). IsoLQ was purchased from AK Scientific (Union City, NJ, USA). Bovine serum albumin, CP,
1-chloro-2,4-dinitrobenzene, dimethyl sulfoxide, DPI, 5,5"-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), fluorescein
diacetate (FDA), glycerophosphate, GSH, GSSG, GR, L-NAME, NADPH, 4-nonylphenyl-polyethylene
glycol (NP-40), protease inhibitor cocktail, sodium deoxycholate, sodium dodecyl sulfate (SDS),
sodium fluoride (NaF), sodium pyrophosphate (NasP>0Oy), sodium orthovanadate (NazVOy),
sulfosalicylic acid, triethanolamine, Tris-hydrochloride (Tris-HCI), trypan blue, triton X-100, tween 20,
2-vinylpirydine, mouse anti-a-tubulin (cat. T9026) antibodies, and rabbit anti-GRP94 (cat. G4420)
antibodies were from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Dipotassium hydrogen orthophosphate,
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA), potassium chloride, potassium dihydrogen
orthophosphate, sodium chloride (NaCl), sodium bicarbonate (NaHCO3), and sodium phosphate
dibasic were from ].T. Baker (Xalostoc, Edo. Mex, Mex). Bradford reagent was from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),
and penicillin/streptomycin were from Biowest (Riverside, MO, USA). TrypLE Express was from
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) was
from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Mouse anti-GRP78 (cat. SC-3768) antibodies were from
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA). Fluorescent secondary antibodies anti-rabbit 800CW
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and anti-mouse 680RD were from LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA). All the other chemicals and
reagents used were of analytical grade and commercially available.

4.2. Cell Culture

LLC-PK1 cells are a proximal tubule cell line derived from porcine kidneys, widely used in
experimental models [9,25,53,87]. LLC-PK1 cells were cultured in DMEM supplemented with 10%
FBS, 0.33% NaHCOj3, 100 U/mL penicillin, and 50 U/mL streptomycin under a humidified atmosphere
of 5% CO; at 37 °C. The cells were sub-cultured with TrypLE Express upon reaching 90% confluence.
LLC-PK1 cells passage numbers 8 to 33 were used.

4.3. Experimental Design

4.3.1. First Stage

The aim of the first stage set of experiments was to determine the potential IsoLQ protective
concentration and pretreatment time against CP-induced toxicity in LLC-PK1 cell culture. Cells were
treated with CP (10-80 uM) for 24 h to calculate the IC5y. Additionally, cells were pretreated with
IsoLQ (5-80 uM) for 6 h and later incubated with one concentration higher than the ICsq of CP (35 uM)
for 24 h to evaluate the potentially hormetic dose-response curve for cell viability. Finally, two IsoLQ
concentrations within the hormetic zone (15 and 25 pM) and one concentration higher than the ICsy of
CP (40 uM) were selected to test the putative protective effect by IsoLQ on cell viability.

On the other hand, cells were pretreated with 25 uM IsoLQ (highest concentration within the
hormetic zone) in a time-course study (2-24 h) to evaluate the expression of GRP78 and GRP94.

4.3.2. Second Stage

Based on the first stage results, LLC-PK1 cells were pretreated with 25 uM IsoLQ for 8 h and
subsequently incubated, in a time-course study, with 40 uM CP to evaluate ER stress (2, 16, and 24 h)
and oxidative stress (16 and 24 h). The experimental design is summarized in Figure 9.

4.4. Cell Viability

Subsequently after treatments, DMEM was removed and cells were washed with phosphate-
buffered saline (PBS) followed by the addition of 12 uM FDA and incubation for 5 min at 37 °C
in darkness [88]. Fluorescence was determined by a microplate reader at excitation and emission
wavelengths of 485 and 520 nm, respectively. The results are expressed as the percentage of the control
(without treatments).

4.5. Extraction of Total Fractions of Proteins for Western Blot

LLC-PK1 cells were lysed with radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40, 0.1% SDS, 25 mM NaF,
1 mM NayP>07, 1 mM Na3zVOy, 0.5 mM glycerophosphate, and protease inhibitor cocktail) for one hour
at 4 °C. Lysates were centrifuged at 12,000x ¢ during 10 min at 4 °C and the supernatant was collected
and stored at =70 °C until use. Total protein content was determined by the Bradford assay [89].
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Figure 9. Scheme of the experimental design. CP, cisplatin; IsoLQ, isoliquiritigenin; GRP78, glucose-
regulated protein 78 kDa; GRP9%4, glucose-regulated protein 94 kDa; ER, endoplasmic reticulum. Figure was
created with Biorender.com.

4.6. ER Stress Evaluation

Western Blot Analysis

Proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and transferred to
polyvinylidene fluoride membranes, which were blocked for one hour with 5% skimmed milk or
bovine serum albumin. Membranes were left incubating overnight at 4 °C with the appropriate
primary antibodies against GRP78 (1:1000), GRP94 (1:1000), and «-tubulin (1:8000). Subsequently,
membranes were washed and incubated with the appropriate secondary antibodies for two hours.
The proteins of interest were detected with the LI-COR Odyssey Sa Infrared Imaging System (Lincoln,
NE, USA). Image analysis was performed with Image Studio Lite Software version 5.2.

4.7. Oxidative Stress Evaluation

4.7.1. Measurement of ROS Production

After the second stage cell treatments, DMEM was removed and cells were washed with PBS
followed by incubation with 10 uM H,DCFDA for 30 min at 37 °C in the darkness. Fluorescence
intensity was visualized and determined in a Cytation 5 Cell Imaging Reader (Biotek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) at excitation and emission wavelengths of 485 and 520 nm, respectively. Relative
fluorescence intensity of treated cells was expressed as a percentage of the control (without treatments).

In order to determine the intracellular ROS sources, LLC-PK1 cells were pretreated with IsoLQ for
8 h, then with CP for 16 or 24 h. At 30 min before the end of the CP treatments, the NOX inhibitor
10 uM DPI and the NOS inhibitor 1 mM L-NAME, were added separately to the cell cultures. Finally,
the growth medium was removed, and the measurement of ROS was carried out as described above.
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4.7.2. Measurement of GSH/GSSG Ratio

The redox status, expressed as the GSH/GSSG ratio, was determined following a method previously
described [90].

4.7.3. Free Thiols Levels

Free thiols were determined following a method previously described [91]. Total protein content
was determined by the Bradford assay [89]. Results are expressed as nmol/mg protein.

4.7.4. GR Activity

Activity of GR was determined by measuring the disappearance of NADPH at 340 nm. Total protein
content was determined by the Bradford assay [89]. Results are expressed as U/mg protein, where U
equals one umol of oxidized NADPH per minute [92].

4.8. Statistical Analysis

The results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was
performed for each determination using the software Graph-Pad Prism 6.0 (San Diego, CA, USA)
comparing the mean values through a one-way analysis of variance, followed by the Tukey’s multiple
comparison test. For the time-course studies of Western blot, a Student’s ¢-test was carried out with
respect to the control. A p-value < 0.05 was considered significant.

5. Conclusions

The mechanism of cisplatin toxicity is complex and involves many cellular targets, some of which
are less studied, such as ER stress, which could have cytoprotective or cytotoxic effects. However, if ER
stress is induced early with natural compounds such as IsoLQ, the effects could be beneficial because
the cell adapts to stress, distributing biological resources to help defend the organism from a wide
range of stressor agents, such as CP. However, to describe the mechanisms involved in this specific
hormetic effect, it is necessary to study and explore each UPR pathway activated in this particular
experimental model.

In conclusion, our results suggest that pretreatment with IsoLQ induces the expression of GRP78
and GRP94, consequently inducing ER stress-mediated hormesis and ameliorating oxidative stress,
both of which have a moderately protective effect against CP-induced nephrotoxicity in LLC-PK1 cells.
This study provides another strategy or perspective to prevent cisplatin-induced toxicity, which can be
applied to the study of other reticulum stress-inducing compounds.
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