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RESUMEN

INTRODUCCION

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino Il, CIS), es un agente quimioterapéutico
que induce nefrotoxicidad asociada a estrés oxidante/nitrante. El sulforafano (SFN)
es un isotiocianato producido por la accién enzimatica de la mirosinasa sobre la
glucorafanina, un glucosinolato presente en los vegetales de la familia Cruciferae.
El SFN es capaz de inducir a enzimas citoprotectoras a través del factor de

transcripcion Nrf2.

OBJETIVO
El propdsito de este estudio fue evaluar si el SFN es capaz de prevenir la
nefrotoxicidad, el dafio mitocondrial asi como la inflamacién y la muerte celular

inducidos por CIS.

DISENO EXPERIMENTAL

A ratas Wistar macho se les inyecté una dosis Unica de CIS 7.5 mg/Kg (via
intraperitoneal). EI SFN (500 ug/Kg, via intravenosa) se administré dos veces (24 h
antes y 24 h después de la inyeccion con CIS). Los animales se sacrificaron tres

dias posteriores a la administracién de CIS.

RESULTADOS y CONCLUSIONES

En los ensayos realizados se observo que el SFN atenud la disfuncion renal, el
dafio estructural, el estrés oxidante/nitrante, la deplecion de glutation reducido, la
excrecion urinaria de perdxido de hidrogeno y la disminucion de enzimas
antioxidantes (catalasa, glutation peroxidasa y glutation S-transferasa) inducidos
por CIS. El efecto renoprotector del SFN en la nefrotoxicidad inducida por CIS se
asocié a la atenuacion del estrés oxidante/nitrante y a la preservaciéon de la

actividad de las enzimas antioxidantes.



También se estudid en este proyecto el efecto del SFN en la disfuncion
mitocondrial inducida por CIS. Las alteraciones mitocondriales inducidas por CIS
(disminucion en el consume de oxigeno usando sustratos como succinato y
malato/glutamato, la inhibicion en la captacion de calcio mitocondrial, la
disminucién de la actividad de la enzima aconitasa, la disminucion del contenido
de ATP y GSH), asi como la liberaciobn de citocromo c, se previnieron
eficientemente por el tratamiento con SFN. Por lo que se concluy6 que el SFN es
capaz de prevenir las alteraciones mitocondriales inducidas por CIS.

Como parte final de este proyecto se estudio el papel de las vias de sefializacion:
sobrevivencia, muerte celular e inflamacion en este modelo de roedores usando
CIS y explorando los efectos del SFN en estos procesos. ElI CIS disparé la
activacion marcada de las vias de sefializacion relacionadas con estrés oxidante
(p53, JNK y p38-a. MAPK) y promovi6 la muerte celular en rifion (con incremento
en la fragmentacion del ADN, actividad de caspasas-3/7) observada por TUNEL,
asociado con la atenuacion de varias vias de sefializacion de sobrevivencia (ERK
y p38-p MAPK). El CIS también indujo una marcada inflamacién en el rifion
(promoviendo la activacion de NF-kB, el incremento en la expresion de moléculas
de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1, y permitié la elevacién en los niveles de
TNF-a) y la infiltracion de células inflamatorias. En este estudio se observé que
estos efectos se previnieron y/o se atenuaron con el pretratamiento con SFN en
las ratas Wistar, por lo que se concluyé que la nefropatia inducida por CIS
asociada con la activacion de varias vias de muerte celular y proinflamatorias
(p53, JNK, p38-a, TNF-a y NF-kB) y la disminucibn de mecanismos de
sobrevivencia (ERK y p38-B) se previene con el tratamiento por SFN mediado por
la modulacion de estas vias de sefalizacion proveyendo un nuevo enfoque en la
prevencion de esta devastadora complicacion inducida por CIS en el tratamiento

quimioterapéutico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum I, CIS), is a chemotherapeutic agent that
induces nephrotoxicity associated with oxidative/nitrosative stress. Sulforaphane
(SFN) is an isothiocyanate produced by the enzymatic action of myrosinase on
glucorophanin, a glucosinolate contained in cruciferous vegetables from the
Cruciferaceae family. SFN is able to induce cytoprotective enzymes through the

transcription factor Nrf2.

OBJECTIVE
The purpose of this study was to evaluate whether SFN induces a cytoprotective
effect, prevents mitochondrial dysfunction, inflammation and cellular death on the

CIS-induced nephrotoxicity.

EXPERIMENTAL DESIGN

CIS was given to Wistar rats as a sole intraperitoneal injection at a dose of
7.5 mg/Kg. SFN (500 pg/Kg, intravenous) was given two times (24 h before and
24 h after CIS-injection). Animals were killed three days after CIS-injection.

RESULTS and CONCLUSIONS

SFN attenuated CIS-induced renal dysfunction, structural damage,
oxidative/nitrosative stress, glutathione depletion, enhanced urinary hydrogen
peroxide excretion and the decrease in antioxidant enzymes (catalase, glutathione
peroxidase and glutathione S-transferase). The renoprotective effect of SFN on
CIS-induced nephrotoxicity was associated with the attenuation in oxidative/
nitrosative stress and the preservation in the activity of antioxidant enzymes.

The effect of SFN on the CIS-induced renal mitochondrial dysfunction was also

studied in the present work. The mitochondrial alterations induced by CIS injection

Xii



(decreased oxygen consumption using succinate and malate/glutamate as
substrates, inhibition of mitochondrial calcium uptake, decreased ATP and
glutathione content, release of cytochrome c) were effectively prevented by SFN
treatment. It is concluded that SFN prevents the CIS-induced renal mitochondrial

alterations.

As a final part of this study, we have investigated the effects of SFN against CIS-
induced cell death and inflammation. Cisplatin induced DNA fragmentation and
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling staining (TUNEL),
caspases-3/7 activity, activation of mitogen-activated protein kinase (MAPKS):
extracellular signal-regulated kinase (ERK) and Jun N-terminal kinase (JNK),
p38-a. and -f MAPK isoforms, p53, and inflammation tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), nuclear factor-kappaB (NF-kB), adhesion molecule expression and
inflammatory cell infiltration in the kidneys of rats. Treatment of rats with SFN
markedly prevented CIS-induced cellular death and inflammation markers. In
summary, we demonstrated that CIS-induced renal cellular death and inflammation
was prevented by SFN treatment. This is particularly exciting because SFN is a
natural antioxidant inducer of common accessibility, low cost and proven efficacy in

the reduction and prevention of different human illnesses.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sulforafano

1.1.1 Generalidades

El sulforafano [l-isotiocianato-4-(metilsulfinil)-butano, SFN], es un isotio-
cianato dietario que es sintetizado a partir de un precursor encontrado en los
vegetales del orden Brassicales y de la familia Cruciferae como la coliflor, brécoli,
col, coles de bruselas, mostaza, asi como el rabano (Raphanus sp.) y la rdcula
(Eruca sp.) (Fahey et al., 2001, Van Poppel et al., 1999). El 4-metilsulfinilbutil
(glucorafanina) es el precursor del SFN. Los glucosinolatos son hidrolizados por
la enzima B-tioglucosidasa (EC 3.2.3.1) también llamada mirosinasa, que entra en
contacto con su sustrato cuando la planta se lesiona en procesos tales como
atague de patdgenos, masticacion, picado o preparacion para el consumo humano
y como consecuencia, la formacion hidrolitica del SFN como el producto de la
reaccion principal (Fahey y Talalay, 1999; Shapiro et al., 2001). Sin embargo,
dependiendo de las condiciones de reaccion como el pH, la temperatura y la
presencia de hierro, otros productos de reaccion incluyendo tiocianatos y nitrilos
también podrian formarse (Wittstock y Halkier, 2002; Hayes et al., 2008) como
resultado de una reaccion no enzimatica, por reordenamientos intramoleculares
(Fahey et al., 1999; Fahey et al., 2001) (Esquema 1).

Glucosa
. . 0
Mirosinasa I .S
/S\/\/\N//C
(R-N=C=S)
Glucorafanina Sulforafano

Esquema 1. Reaccién de hidrélisis de la glucorafanina por la mirosinasa para formar sulforafano.



1.1.2 Propiedades fisico-quimicas

El SFN es un liquido ligeramente amarillento con un peso molecular de
177.29 g/mol y una densidad de 1.18 g/mL. Los isotiocianatos, como el SFN, son
compuestos tipicamente lipofilicos cuyas caracteristicas los hacen altamente
reactivos, volatiles, amargos y malolientes (Fenwick et al., 1983; Rosa et al.,
1997).

1.1.3 Una breve historia de sulforafano

En 1948 Schmid y Karrer sintetizaron por primera vez el SFN (Schmid y
Karrer, 1948), pero se aisl6 a partir de extractos de brdocoli (Brassica oleracea var.
italica) y se identific6 como un agente potencial quimiopreventivo hasta 1992 por
Zhang y sus colegas en la Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hopkins
(Zhang et al., 1992). Ellos utilizaron un bioensayo de deteccién cuantitativa de
extractos de plantas para la induccion de la NAD(P)H: quinona oOxido-reductasa
(NQOL1) y glutatién S-transferasa (GST) en diversos tejidos de ratén. Un afio mas
tarde, Kore y sus colegas (1992) informaron del aislamiento de SFN y compuestos
relacionados por extraccion con solventes en semillas desgrasadas por autdlisis y
la purificacion por HPLC. Mas tarde, Liang y colaboradores (2007) encontraron un
nuevo método para producir grandes cantidades de SFN puro a partir del extracto
con acetato de etilo de la harina de semillas de brdcoli, por cromatografia en

contracorriente de alta velocidad.

1.1.4 Concentracion de sulforafano en el brocoli y métodos de preparacion
qgue influencian el contenido en el mismo

Se ha observado que la cantidad de SFN que se obtiene a partir del brécoli
fresco varia por varios factores que afectan el contenido de glucosinolatos en el
vegetal incluyendo factores genéticos, condiciones de cultivo, el medio ambiente,
la estacion y el almacenamiento post-cosecha (Murcia et al., 2000; Botero-Omary
et al., 2002; Mosbah et al., 1999). Kushad y colaboradores (1999) obtuvieron una
concentracion de 0.8-21.7 umol/lg de peso seco, mientras que Howard y

colaboradores (1997) obtuvieron 43.1 mg/100 g, Matusheski y colaboradores



(2001) obtuvieron 33.5 mg/100 g de peso fresco, y Galgano y colaboradores
(2007) obtuvieron 11.20 mg de SFN por cada 100 g de peso fresco de brocoli
(Galgano et al., 2007). La concentracion de SFN en germinado de broécoli
(1,153 mg/100 g de peso seco) fue aproximadamente 10 veces mayor que en el
del brécoli maduro (44-171 mg/100 g de peso seco) (Nakagawa et al., 2006).
Otros estudios informaron que los brotes de brdocoli de 3 dias de edad presentaban
de 10 a 100 veces méas glucorafanina que las cabezas de brécoli maduros (Fahey
et al., 1997). Los métodos de coccién y almacenamiento del brécoli también
reducen o mantienen el contenido de glucosinolatos y SFN (Tabla 1), lo que puede
ser secundario al hecho de que algunos glucosinolatos como la glucorafanina son
compuestos solubles en agua y pueden ser lixiviados en el agua de coccién.
Métodos de coccidn, incluido vapor o microondas pueden reducir la pérdida de
glucosinolatos (Higdon et al., 2007), sin embargo, algunas practicas culinarias,
incluyendo el hervido (Shapiro et al., 2001), vapor por largos periodos (Conaway
et al., 2000) y microondas a alta potencia (850-900 W) (Rouzaud et al., 2004;
Verkerk et al., 1997) pueden inactivar a la mirosinasa. Varios estudios en humanos
han descubierto que la inactivacion de la mirosinasa en los vegetales cruciferos
disminuye sustancialmente la biodisponibilidad de los isotiocianatos (Conaway et
al., 2000; Rouzaud et al., 2004; Shapiro et al., 2001).

Tabla 1. Efecto de los métodos de almacenamiento y coccibn en la concentracion de
glucosinolatos

Método de almacena- Concentracién Referencia

miento y coccidén

Hervido Sulforafano no detectable Galgano et al., 2007
| 18-59% en el contenido total de glucosinolatos McNaughton
y Marks, 2003
136% de glucorafanina en brécoli Vallejo et al., 2002
150% glucosinolatos totales en brocoli Rosa et al., 1997
190% de glucosinolatos en brocoli Song y Thornalley, 2007

Refrigeracion a 6°C
y 95% de humedad 129% de sulforafano en brécoli Galgano et al., 2007

relativa por 35 dias




Coccion al vapor

Sulforafano no detectable

Galgano et al., 2007

Conservacion de la mayoria de glucosinolatos

en brécoli

Gliszczynska-Swigto et
al., 2006

Coccibn al vapor y

blanqueado

113% de sulforafano en brécoli

Galgano et al., 2007

147% de sulforafano en brécoli

Howard et al., 1997

Presion/microondas

Sin pérdida significativa de sulforafano en brécoli

Galgano et al., 2007

Refrigeracion (4°C)

| 39% de sulforafano en brécoli almacenado en

bolsas perforadas de polietileno por 7 dias

Howard et al., 1997

155% de sulforafano en brécoli después de 21

dias de almacenamiento

Howard et al., 1997

19-26% de glucosinolatos en brocoli

Song y Thornalley, 2007

Microondas

139% de sulforafano en brécoli

Galgano et al., 2007

Coccion por presion

116.8% de sulforafano en brocoli

Galgano et al., 2007

Almacenado a 18°C

Contenido de sulforafano en brécoli en funciéon del

Galgano et al., 2007

tiempo de almacenamiento

1.1.5 Farmacocinética: absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién del
sulforafano

El SFN es un compuesto prometedor en diferentes terapias citoprotectoras
y contra el cancer. En diversos experimentos tras la administracién oral en ratas,
se mostré que la concentracién plasmatica maxima de SFN se alcanz6 cerca de
una hora, lo que indica una rapida absorcion (Hanlon et al., 2008). Resultados
similares en los niveles maximos de SFN en plasma fueron reportados en
voluntarios humanos (Al Janobi et al., 2006), asi como sus aductos con el glutation
reducido (GSH) llamados ditiocarbamatos (Ye et al., 2002) después de una hora
de la ingesta de brocoli (Al Janobi et al, 2006). EI SFN muestra una
82%.

farmacocinético dosis-dependiente ya que los valores maximos de concentracion

biodisponibilidad absoluta del Se ha observado un comportamiento
no aumentan en forma proporcional a dosis maximas utilizadas (5 mg/Kg por via
oral en ratas), la tasa constante de absorcion, la vida media y la distribucion de
volumen aparente disminuyé significativamente (Hanlon et al. 2008) y se mostro
gue un consumo repetido de SFN no conduce a una mayor concentracion en

plasma (Hanlon et al., 2009). Los datos cinéticos muestran una absorcidbn mas




rapida, una mayor biodisponibilidad y una mayor cantidad maxima de SFN
plasmatico en el consumo de brocoli crudo en comparacion con el brocoli cocido
(Vermeulen et al., 2008) ya que se encontré una mayor cantidad de SFN en la
orina y la sangre cuando se comio brécoli crudo. La biodisponibilidad del SFN por
el consumo de brocoli crudo fue alrededor del 37%, en contraste con el 3.4%
cuando el brécoli se cocinaba en el microondas a 1000 W. La absorcion de SFN
se retrasO cuando el brdcoli era cocinado (pico en plasma= 6 h), en contraste con
el brocoli crudo (pico en plasma=1.6 h); sin embargo, la vida media, fue
comparable en ambas preparaciones (2.6 y 2.4 h, respectivamente).

La principal via metabdlica del SFN en sistemas mamiferos implica la
conjugacion de GSH por parte de la GST, seguido por la transformacién ulterior
del conjugado con el &cido mercapturico por las enzimas y-glutamiltranspeptidasa,
cisteinilglicinasa y N-acetiltransferasa para formar un conjugado N-acetilcisteina-
SFN (Fimognari et al., 2008) y posteriormente su excrecion en la orina (Kassahun
et al., 1997; Tang et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Ademas, experimentos con animales demostraron que el SFN, presenta
cierta reduccion del grupo sulféxido para formar conjugados como erucina vy
N-acetilcisteina. En este sentido, la determinacion cuantitativa de estos mercap-
turatos en la orina indican que aproximadamente el 60% y aproximadamente el
12% de una dosis Unica de SFN (50 mg/Kg, i.p) en ratas fue eliminado en 24 h,
como conjugados N-acetilcisteina de SFN y erucina, respectivamente (Kassahun
et al., 1997).

1.2 Estrés oxidante y agentes antioxidantes

El oxigeno (O), es un elemento quimico gaseoso que se encuentra en un
99% en la atmdsfera en forma diatémica (dioxigeno u oxigeno molecular, O,) ya
que esta unido covalentemente entre si. El O, es un birradical ya que tiene dos
electrones desapareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro paralelo,
lo que le dificulta tomar a la vez dos electrones libres con giro antiparalelo. Esta
caracteristica hace que el O, sélo pueda tomar a estos electrones de uno en uno,



haciéndolo intervenir casi exclusivamente en reacciones univalentes. Todo esto
explica por que el O, reacciona muy poco en su estado basal y a temperatura
ambiente.

El O, atmosférico es producido por la oxidacién del agua, proceso que es
llevado a cabo por el fotosistema Il de las células fotosintéticas durante la fase

luminosa de la fotosintesis (reaccion 1) (Hansberg, 2002).

2H,0 — O, + 4H" + 4e (reaccion 1)

Por otro lado, en los organismos aerobios durante la respiracion celular, el
O, es el ultimo aceptor de los electrones de la cadena respiratoria mitocondrial. El
O, recibe cuatro electrones y cuatro protones por medio del complejo citocromo ¢
oxidasa para reducirse en agua. Esta reaccion es conocida como reduccién
tetravalente del oxigeno, ya que este complejo reduce completamente al O,y no

libera especies parcialmente reducidas (reaccion 2).

O, + 4H" + 4 — 2H,0 (reaccion 2)

Sin embargo, en los sistemas biolégicos también ocurren procesos en los
que la reduccion del O, se presenta de forma parcial o secuencialmente: el O,
acepta de uno en uno los cuatro electrones produciéndose especies parcialmente
reducidas del oxigeno, también llamadas Especies Reactivas de Oxigeno (ERO
0 ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species). A esta reaccion se le

llama reduccion univalente del oxigeno (reaccion 3).

+2H +H +H

(reaccidén 3)

Los radicales libres (RL), son cualquier especie quimica (atdbmica o

molecular) capaz de existir independientemente que contenga uno 0 mMAas



electrones desapareados ocupando un orbital atbmico o molecular por si solos, ya
sea por pérdida o ganancia de un electrén, de un no radical o por la ruptura
homolitica de una molécula (Hansberg, 2002). La presencia de uno o mas
electrones desapareados hace que los RL sean atraidos ligeramente a campos
magneéticos haciéndolos a su vez altamente reactivos. Los RL sustraen electrones
de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica,
generando asi un nuevo radical a partir de la molécula estable que cedi6 su
electron, éste a su vez sustraera electrones de otra molécula estable generandose
asi una reaccion en cadena. Los RL derivados del oxigeno, las ERO y los del
nitrdgeno, especies reactivas de nitrogeno (ERN), son los mas importantes desde
el punto de vista biolégico; aunque también podemos encontrar los derivados del
hidrogeno y del carbono.

Los RL, en especial las ERO, son generados normalmente por el
metabolismo celular para obtener la energia necesaria para sus procesos
biolégicos y éstos desempefian un papel importante en la fisiologia celular
(Kovacic y Pozos, 2006); en procesos tales como la remocion de membranas,
mitosis, sobrevivencia celular en etapas embrionarias, migracion celular, sintesis y
liberacién de hormonas, transcripcion de citocinas en procesos inflamatorios y
mecanismos de segundos mensajeros (Chiarugi y Fiaschi, 2007; Stone y Yang,
2006; Bienert et al., 2006). Asi como sefalizacion celular, diferenciacion vy
crecimiento celular, neurotransmisién, control del sistema inmune, fagocitosis,
entre otros (Burdon y Rice-Evans, 1989; Sauer et al., 2001; Forman y Torres,
2001).

Paraddjicamente, el oxigeno es esencial para la vida, pero también una de
las moléculas mas toxicas conocidas por el hombre. A este hecho contrastante se
le llama “Paradoja del oxigeno”, ya que el oxigeno a altas concentraciones llega a
ser toxico, hecho que se puede explicar por la formacién de las ERO. Estas ERO
son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de triplete. Las principales
ERO son: (1) las que se producen por la ruptura o la excitacion del oxigeno

[oxigeno atémico, (O); ozono, (Os) y singulete de oxigeno, (*O,)] y (B) las



parcialmente reducidas [anidn superéxido, (02°7); perdxido de hidrégeno, (H.0,) y
radical hidroxilo, (OH®)].
A continuacién se describen algunas ERs de interés para este trabajo:

. Singulete de oxigeno (*O,)

El 'O, se produce cuando uno de los electrones desapareados del O,
absorbe energia e invierte su giro o rotacién. De esta reaccion se pueden formar
dos formas distintas del O,: la sigma (2) y la delta (A). La forma X conserva los
dos electrones desapareados en los orbitales moleculares externos 2TT* como en
el caso del O,, pero diferenciandose de éste en que un electron tiene un giro

paralelo y el otro uno antiparalelo. La forma A también posee dos electrones, pero
estos se encuentran apareados en un solo orbital 2TT*, por lo que no es un RL

como tal ya que no posee ningun electron desapareado.

. Anién superéxido (0,°)

El O,*” se forma por la reducciéon univalente del O, (ganancia de un
electron) y es la primera ERO que se forma durante esta reduccién. En
condiciones normales el O,*" es producido por diversos sistemas enzimaticos
tales como el sistema xantina/xantina oxidasa (XO) (reaccion 4), la ciclooxigenasa,
la lipooxigenasa, la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa, la
oxido nitrico sintasa y el citocromo P450; siendo la cadena de transporte de

electrones la fuente mas importante de generacion del O,°".
. xo F4 - V) o— + s
Xantina + O, + HLO — Acido urico + O,"" + H (reaccion 4)

El O,* tiene una funcién importante in vivo, ya que participa en la descarga
respiratoria de las células fagociticas como monocitos y macrofagos (aumento en
la producciéon de oxigeno) como mecanismo de defensa contra organismos

extrafios. Al activarse estas células, el complejo enzimatico NADPH que esta



localizado en la membrana citoplasmatica, reduce parcialmente al oxigeno de la

siguiente forma (reaccién 5):

NADPH
oxidasa

20, + NADPH+H" — 0, + NADP" +2H" (reaccion 5)

El O,*" puede interactuar con otras moléculas como el H,O, en presencia
de trazas de algun metal de transicion y formar compuestos mas potentes como el
'0, y el OH®. A pesar de su nombre “stper’-6xido, es menos “radical” que el O,

ya que solo tiene un electron desapareado.

o Peroxido de hidrégeno (H.0,)

El H,O, es formado en el organismo principalmente por la dismutacién del
0,*" mediante la enzima superéxido dismutasa (SOD), pero también puede
producirse durante las reacciones de oxidacién de quinonas, la oxidacion de
compuestos que contienen grupos sulfhidrilos o la dismutacién del O,*” (Freeman,
1984).

El H,O, es un no radical en si ya que tiene todos sus electrones apareados
y es un agente oxidante/reductor débil lo que lo hace poco reactivo; sin embargo,
éste es capaz de difundir a través de las membranas ya que tiene una gran
lipofilicidad (Nath y Norby, 2000) y reaccionar con el O,*~ en presencia de metales
de transicion como el cobre y el hierro, y generar el radical OH® (reaccién de
Haber-Weiss, reaccién 6). Biologicamente, el H,O, participa en los procesos de
sefializacion intracelulares (Nordberg y Arnér, 2001).

Fe2'/Fe3"

H,O.+ 0, — O, + OH™ + OH* (reaccion 6)

. Radical hidroxilo (OH®)

El OH® es considerado una de las ERO mas dafiinas ya que tiene una vida
media (10 s) y reacciona con casi todas las moléculas biolégicas. Esta especie
se puede formar por ruptura homolitica de la molécula de agua, por radiacion de



alta energia (rayos X) al dividir al H,O, y producir dos moléculas de OH®, por la
reaccion de Haber-Weiss (reacciéon 6) o cuando el H,O, acepta un electrén
desapareado de un metal de transicion formandose el OH® y el i6n hidroxilo (OH")

(reaccion de Fenton, reaccion 7).

Fe*" +0,” — Fe’'+ O

Fe?* + H,0, — Fe* + OH®+ OH~ (reaccion 7)

Las fuentes de metales de transicién pueden ser las proteinas encargadas
de transportar a estos metales como la ferritina o la metalotioneina y los centros
hierro-azufre de algunas proteinas desnaturalizadas por la interaccién con el O,°*",
El OH® también se puede formar a partir de la reaccién con el acido hipocloroso
(HOCI) (reaccién 8).

HOCI + 0, — OH®+ CI' +'0; (reaccion 8)

o Anion peroxinitrito (ONOQO")

El ONOO es un potente oxidante que induce la nitracién de tirosinas,
lipoperoxidacion y toxicidad celular. Este anidon no es una ERO sino una ERN que
puede formarse por la combinacién del radical éxido nitrico (NO®) y O,*” (reaccion
9).

NO® + 0, — ONOO~ (reaccion 9)

La toxicidad del oxigeno y las especies reactivas se presenta cuando se
produce un exceso de estos RL en el organismo y por alguna razén la capacidad
de la defensa antioxidante en el organismo es ineficiente, a esta condicion de
desequilibrio entre los agentes oxidantes y la defensa antioxidante se le denomina,
estrés oxidante (Hansberg, 2002). Se ha observado que cuando se presenta el
estrés oxidante, estas especies reactivas interactian directamente con los lipidos,

las proteinas y los &cidos nucleicos, dando como resultado la pérdida en la
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integridad membranal, cambios estructurales y/o funcionales en las proteinas y
mutaciones genéticas desencadenando patologias tales como: Parkinson,
Alzheimer, esclerosis multiple, cataratas, retinopatias del diabético, asma, cancer
pulmonar, aterosclerosis, infarto al miocardio, hipertension, miocardiopatia, cirrosis
hepatica, diabetes, pancreatitis, cancer de colon, insuficiencia renal, nefrotoxicidad
por compuestos, isquemia y reperfusiéon renal, entre muchas otras (Chirino y
Pedraza-Chaverri, 2009).

Para contrarrestar a estos compuestos dafiinos, el cuerpo ha desarrollado
muchos meétodos de inactivacion o disminucion de los mismos antes de que
generen un dafo al sistema. Estos sistemas de defensa que las células han
desarrollado se pueden catalogar dentro de dos tipos: sistemas antioxidantes no
enzimaticos y los enzimaticos.

Un antioxidante es una molécula o sustancia que cuando esta presente a
bajas concentraciones, en comparaciéon con un sustrato oxidable, retarda o
previene significativamente la oxidacion de ese sustraton (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006). Es importante denotar que los antioxidantes pueden ser
tomados de la dieta o ser sintetizados in vivo.

El sistema antioxidante no enzimatico, incrementa la capacidad del
organismo para defenderse de los efectos dafinos de las ERO. Los antioxidantes
de este sistema tienen la capacidad de interactuar directamente con las ERO y

atraparlas. Aqui podemos encontrar entre otros:

Vitamina E (a-tocoferol): es considerado como el principal antioxidante
liposoluble presente en los seres vivos. La vitamina E se encuentra en las
membranas biolégicas ya que su principal funcién es mantener la integridad de la
membrana celular (Olinescu y Smith, 2002). Esta vitamina tiene la capacidad de
interrumpir la lipoperoxidacion en su fase de propagacion reaccionando
directamente con los lipoperdxidos y los alcoxilos (Burton et al., 1982; Cardenas y
Pedraza-Chaverri, 2006) (reaccién 10). Se ha visto ademas que neutraliza el O,

captura OH®, neutraliza H,O, y captura O,°".
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a-TocH + LO,* — a-Toc® + LO,H (reaccion 10)

Vitamina C (Acido ascorbico): es un antioxidante hidrosoluble que se
localiza en el citosol asi como en los fluidos extracelulares. La vitamina C se
caracteriza por neutralizar 'O,, captura OH®, H,O, y O,°", generando radical
ascorbilo, el cual puede ser reciclado a acido ascorbico por el sistema reductor
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (reaccion 11). Este compuesto ademas
restaura las propiedades antioxidantes de la vitamina E y del glutation oxidado
(GSSG).

Asc + OH®* — Asc®™ + HyO, Asc® + Trx (red) — Asc + Trx (Ox) (reaccién 11)

Glutatiéon reducido (GSH): el GSH es el principal antioxidante de la célula.
Es un tripéptido formado por acido glutamico, glicina y cisteina, que tiene la
capacidad de reaccionar con las ERO donandoles electrones e impidiendo asi la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) de las proteinas. La capacidad
antioxidante del GSH se debe al grupo tiol de la cisteina que se encuentra

expuesto (Esquema 2).

Esquema 2. Férmula estructural del GSH.

Tras la donacion de un electrén, el GSH por si mismo llega a ser reactivo,
pero reacciona facilmente con otro GSH reactivo para formar GSSG. Esta reaccion
es posible gracias a la concentracion relativamente alta de GSH en las células
(hasta 5 mM en el higado). El glutation puede ser regenerado a partir de GSSG
mediante la enzima glutation reductasa (GR). EI GSH es un sustrato tanto en
reacciones de conjugacion como de reduccién, catalizadas por enzimas glutation

S-transferasas en el citosol, los microsomas y las mitocondrias, y es un cofactor
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para la enzima glutation peroxidasa (GPx). También es capaz de participar en la
conjugacion no enzimatica con algunos productos quimicos, como peroxidos

organicos y en el metabolismo de xenobidticos.

El sistema antioxidante enzimético, esta formado por agentes
antioxidantes de bajo peso molecular. Aqui encontramos varias enzimas que son
capaces de convertir las ERO en moléculas inocuas o menos reactivas. A

continuacion se describen algunas enzimas de interés para este trabajo:

o Glutamato cisteina ligasa (GCL) y glutatién sintasa (GS): La CGL
(EC 6.3.2.2) es una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad
catalizadora (GCLC) y otra moduladora (GCLM). La GCLC lleva a cabo toda la
actividad enzimética, mientras que la GCLM aumenta la eficiencia catalitica de la
GCLC. Esta enzima cataliza el primer paso en la sintesis de glutation; mientras
que la GS (EC 6.3.2.3), cataliza el segundo paso en la sintesis del glutation

(reaccién 12) (Forman y Dickinson, 2003).

GCL
L-glutamato + L-cisteina + ATP — y-L-glutamil-L-cisteina + ADP + Pi (reaccion 12)

GS
y-L-glutamil-L-cisteina + glicina + ATP — y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina + ADP + Pi

o Catalasa (CAT): La CAT (peréxido de hidrogeno: peréxido de hidrégeno
oxido-reductasa, EC 1.11.1.6), es una de las enzimas mas abundantes en la
naturaleza y se encuentra ampliamente distribuida en el organismo humano,
aungue su actividad varia dependiendo del tejido donde se encuentra; ésta resulta
mas elevada en el higado y los rifiones, mas baja en el tejido conectivo y los
epitelios, y practicamente nula en el tejido nervioso. A nivel celular se localiza en
las mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los eritrocitos, donde se encuentra
en el citosol (Chance y Maehly, 1955). Esta enzima es una metaloproteina
tetramérica, cuyo peso molecular se encuentra en el rango de 210-280 kDa.
Consta de cuatro subunidades idénticas que se mantienen unidas por
interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un grupo prostético de
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protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro representan un 1.1% y

0.09%, respectivamente del peso molecular total de la enzima (Hadju et al., 1977).

En algunas especies, la CAT contiene moléculas de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato en su forma reducida (NADPH) ligadas estrechamente a la
enzima; asi se ha demostrado que la CAT humana y la bovina estan ligadas a
cuatro moléculas de NADPH, uno en cada subunidad y que no existe interaccion
directa entre el grupo hemo y el NADPH (Fita y Rossman, 1985). EIl NADPH unido
a la enzima no esta involucrado en su actividad catalitica o peroxidativa. Esta
molécula puede intervenir en la prevencion y reversion parcial de la inactivacion de
la CAT por su propio sustrato toxico y estabiliza a la enzima por tener un efecto
alostérico sobre su conformacién. Ademas, la CAT constituye un reservorio de
NADPH, lo cual juega un papel importante durante el estrés oxidante (Kirkman y
Gaetani, 1984).

Esta enzima cataliza la reduccién del H,O, en agua (reaccion 13), pero

también tiene actividad de peroxidasa (reaccion 14).

2 H,0, — 2H,0 + O, (reaccién 13)

H.O, + RH, — 2H,0 +R (reaccion 14)

La reaccion general produce la reduccién del sustrato tomando los atomos
de hidrégeno aportados por el donador, y los productos finales serian el sustrato
reducido y el donador oxidado. En la funcion catalitica, el donador es otra
molécula de H,0O,. Esta funcion solo puede ser realizada por la enzima en su
forma tetramérica (Srivastava y Ansari, 1980). En la reaccion peroxidativa la
enzima puede utilizar como donadores de hidrogeno al metanol, etanol, acido
férmico, fenol y formaldehido (Havir y McHale, 1989). Esta funcion se puede

realizar con monémeros, dimeros y tetrdmeros (Srivastava y Ansari, 1980).

o Glutation peroxidasa (GPx): La GPx (EC 1.11.1.9), es una enzima selenio
(Se) dependiente que cataliza la reduccion del H,O, o lipoperoxido (L-OOH,
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ROOH), utilizando como agente reductor el GSH (reacciones 15 y 16,
respectivamente). Se conoce que los L-OOH son téxicos en los tejidos animales y
que dan lugar a especies reactivas del oxigeno como los radicales peréxidos
(L-OQ0*®), que son compuestos indeseables para los organismos vivos. La GPx,
como parte del mecanismo de defensa antioxidante, evita la oxidacion de los
L-OOH, reduciéndolos en presencia de GSH. Esta reaccién produce hidréxidos
que son elementos potencialmente dafinos y que al oxidarse se convierten en
radicales alcohoxidos, para los que no se conoce enzima que los metabolice (Lam
et al., 1993; Maiorino et al., 1991).

H,O; + 2GSH — GSSG + H,0O (reaccion 15)

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0 (reaccion 16)

La GPx se puede localizar en la mitocondria, la membrana plasmatica y el
citosol, se ha encontrado ampliamente en las células hepéticas y renales, en el
citosol de los eritrocitos formando complejos con la hemoglobina y en el lisosoma

de neutrofilos, macréfagos y otras células fagociticas del sistema inmune.

Existen al menos cuatro formas de GPx seleno dependientes: una forma
intracelular o celular (GPx-c), una extracelular o plasméatica (GPx-p), una
gastrointestinal (GPx-gi) y otra con actividad especifica para los fosfolipoperoxidos
(GPx-PH) que por lo general esta asociada a la membrana, y aunque su actividad
es la misma, poseen diferencias estructurales (Maiorino et al., 1991; Zachara,
1991; Lam et al., 1993). La GPx-c y la GPx-p son enzimas tetraméricas; estan
compuestas por cuatro subunidades idénticas entre si y cada una de éstas
contiene un atomo de Se unido covalentemente a una molécula de cisteina. La
secuencia de aminoacidos de las subunidades de la GPx-c es diferente a la
secuencia de la GPx-p, esta Ultima ademas es una proteina glicosilada y posee
puentes disulfuros intramoleculares. La GPx-p se sintetiza principalmente en lo
tubulos proximales del rifidén (Avissar et al., 1994), actualmente se le utiliza como
un marcador de dafio al tubulo proximal ya que su actividad plasmatica disminuye

durante eventos como la necrosis tubular aguda.
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El peso molecular de la GPx-c es de 84 kDa, mientras que el de la GPx-p
es de 100 kDa, con un total aproximado de 221 aminoéacidos por subunidad. Las
subunidades por separado no presentan actividad catalitica, sin embargo, la GPx-
PH es una enzima monomeérica que también posee un atomo de Se y presenta
actividad catalitica; su peso molecular es de 18 kDa. La GPx-gi es un tetramero de
75 kDa (Takahashi et al., 1990; Esworthy et al., 1991; Avissar et al., 1992; Nakano
et al., 1992; Stepanik et al., 1993).

o Glutation S-transferasa (GST): Las glutation S-transferasas (EC 2.5.1.18),
pertenecen a una familia de enzimas de gran importancia en mecanismos de
desintoxicacion celular, eliminando xenobibticos o substancias nocivas para las
células. Estas enzimas catalizan el ataque nucleofilico del GSH sobre el centro
electréfilo de un gran nimero de estructuras toxicas u organicas (RX) generando
compuestos menos reactivos y mas solubles, facilmente eliminados de la célula a

través de transportadores de membrana especificos (reaccion 17).

RX+ GSH — RGS +HX (reaccién 17)

Se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperdxidos de lipidos
por medio de una actividad de GPx independiente de selenio, ademas de que
pueden detoxificar al 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (un producto de la lipoperoxi-
dacion).

Hasta el momento se han encontrado las isoformas citosdlicas y las
microsomales. En mamiferos, estas isoenzimas (GSTs) existen como homodi-
meros o como heterodimeros, tienen una masa molecular de aproximadamente
25 kDa por subunidad y un sitio activo por monomero. Se clasifican en GST
citosolicas, divididas en cuatro familias principales: o, u, Yy 0, y en cuatro familias
minoritarias: ¢, o, k Y ® que se diferencian tanto en su secuencia, propiedades

inmunoldgicas y papel fisiologico (Wilce y Parker, 1994). Las GST citosdlicas
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estan constituidas por dos subunidades protéicas mientras que las GST

microsomales son trimeros.

o Superéxido dismutasa (SOD): La SOD (EC 1.15.1.1), cataliza la
dismutacién del O,*” a H,O, (reaccién 18). Se han encontrado tres isoformas de
esta enzima: (1) la SOD citosdlica dependiente de cobre-zinc (Cu, Zn-SOD)
distribuida en el citosol, (2) la SOD mitocondrial dependiente de manganeso (Mn-
SOD) localizada so6lo en las mitocondrias y (3) la SOD extracelular dependiente de
cobre-zinc (Cu, Zn-SOD ext) localizada principalmente en la matriz extracelular de

los tejidos y el plasma, el liquido sinovial y la linfa (Marklund, 1982).
20,°" + 2H" — H,0,+ O, (reaccion 18)

o Glutatiéon reductasa (GR): La GR (EC 1.6.4.2), es una flavoenzima
dependiente del NADPH que cataliza la reducciéon del GSSG a GSH (regeneracion
de GSH) (reaccion 19), el cual sera utilizado por la GPx para la reduccion del H,O,

y de L-OOH, los cuales son elementos toxicos.

GSSG + NADPH + H" — NADP™ + 2GSH (reaccion 19)

Como hemos observado, las proteinas antes mencionadas entre muchas
otras, son las responsables de la detoxificacidbn de los compuestos electrofilicos
generados por proteinas de fase |, durante procesos oxidacion, reduccion y/o
hidrolisis que dan como resultado la adicion de grupos funcionales a xenobioticos.
A estas enzimas detoxificantes se les denomina proteinas o enzimas de fase Il, o

proteinas citoprotectoras o antioxidantes (Williams, 1967).
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1.3 Via Keap1/Nrf2/ARE

El regulador més importante de defensa celular contra el estrés quimico y
oxidante es el factor de transcripcién nuclear, factor 2 relacionado con el factor
nuclear eritroide-2 (Nrf2; Nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2)
(Jaiswal, 2004). El Nrf2 se expresa en muchos tejidos (Moi et al., 1994),
particularmente en aquellos asociados con la detoxificacion (higado y rifidén) y
aquellos que estan expuestos al medioambiente externo (piel, pulmones y tracto
gastrointestinal) (Motohashi et al., 2002). Asi como otros miembros de la familia de
los factores de transcripcion cap 'n' collar (CNC) (Itoh et al., 1995), el Nrf2 que
pertenece a una familia de proteinas basicas, tiene una estructura tipo “zipper” o
cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal que facilita la dimerizacion y la
union al acido desoxirribonucleico (ADN) (Moi et al., 1994), especialmente al
elemento de respuesta a antioxidantes (ARE), que es una region amplificadora
o “enhancer” tipo cis con una secuencia definida como 5°-gagTcACaGTg
AGtCggCAaaatt-3° (Nioi et al., 2003). Esta secuencia ARE se encuentra en la
region 5 del gen de muchas de las enzimas detoxificantes, por lo que permite el
control de la expresion basal e inducible de estos genes en respuesta a
xenobidticos, antioxidantes, metales pesados y luz ultravioleta (Breimer, 1990).

La unién de Nrf2 a la secuencia ARE, que requiere la heterodimerizacién de
Nrf2 con proteinas pequefias tipo bZip como las denominadas Maf (ltoh et al.,
1997), estimulan la transcripcion rio abajo de estos genes, en parte por el
reclutamiento de co-activadores transcripcionales (Lin et al., 2006), principalmente
la proteina de union-CREB (CBP) a través de los dominios Neh4 y Neh5 del factor
de transcripcion (Katoh et al., 2001; Zhu y Fahl, 2001).

En ausencia de estrés celular, el Nrf2 esta unido en el citosol con su pareja
inhibitoria, la proteina 1 asociada a Kelch y parecida a ECH (Keapl; Kelch-like
erythroid cell-derived protein with CNC homology (ECH)-associated protein 1).
Keapl suprime hasta en un 80% la traslocacién nuclear de Nrf2 y por lo tanto la
actividad transcripcional de Nrf2. Este complejo Nrf2/Keapl se asocia a la proteina

culina-3 (Cul3) lo que permite la ubiquitinacion de Nrf2 y la subsiguiente
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degradacion por via del proteosoma, pero en presencia de un estimulo (como se
menciond anteriormente) se ocasionan cambios conformacionales provocando la
disociacion del complejo Nrf2/Keapl permitiendo a Nrf2 migrar al nucleo celular y
activar la transcripcion de los genes citoprotectores (Esquema 3 Ay B).

La proteina Keapl murina esta formada por 624 aminoacidos con un peso
molecular de 69 kDa, y consta de cinco dominios, dos de los cuales se consideran
como dominios candnicos. El primero de ellos es el dominio BTB/POZ (Bric-abrac,
Tramtrack, Broad-complex/POxovirus Zinc finger) que es un motivo evolutiva-
mente muy conservado para interacciones proteina-proteina y se encuentra
presente en proteinas que unen a actina y en factores de transcripcion con dedos
de zinc. Ademas se sabe que forma complejos con otros dominios BTB. Todas
estas observaciones indican que el complejo Nrf2/Keapl se forma y se retiene en

el citosol mediante interacciones con el citoesqueleto.

Traslocacién al nucleo

Esquema 3. (A) Degradaciéon de Nrf2 por la via del proteosoma. (B) Disociacion del complejo

Nrf2/Keapl inducido por un estimulo oxidante/electrofilico.
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1.4 RIifidn

1.4.1 Generalidades

El rifidn es un 6rgano par que esta localizado a cada lado de la columna
vertebral fuera de la cavidad peritoneal en contacto con la pared abdominal
posterior. Desde el punto de vista funcional, los rifiones son los Organos
encargados de regular el equilibrio hidrico y electroquimico del cuerpo, ya que
eliminan y retienen cantidades especificas de agua y solutos segun las
necesidades del organismo; llevan a cabo la excrecién de sustancias exégenas y
productos metabdlicos de desechos tales como urea (derivadas de las proteinas),
acido uarico (de los acidos nucleicos), creatinina (de la creatina muscular),
productos finales del desdoblamiento de la hemoglobina y metabolitos de las
hormonas; regulan la presion arterial, la cual depende del volumen sanguineo
relacionado directamente con el balance de agua y sodio regulados por el rifion;
regulan la produccion de eritrocitos, mediante la hormona peptidica eritropoyetina
secretada por células renales; regulan la produccion de vitamina D mediante
transformaciones bioquimicas finales que generan la forma activa de la vitamina D
(1,25-dihidroxivitamina Ds3), y en menor grado, la gluconeogénesis durante el
ayuno prolongado.

Desde el punto de vista morfologico, los riflones tienen forma de frijol cuyas
dimensiones en el humano adulto son de 12x6x3 cm y un peso aproximado de
150 g. Los rifiones tienen dos superficies o caras bien definidas, donde la
superficie convexa de cada rifion mira hacia el lado correspondiente del cuerpo
dandose la cara mutuamente y la superficie concava o hilio que se dirige hacia la
parte medial o linea media. El hilio, es el sitio por el que penetran la arteria y la
vena renal, nervios, vasos linfaticos y la porciéon ensanchada del uréter, llamada
pelvis renal. La pelvis de cada uréter esta formada por calices mayores, que a su

vez estan constituidos por célices menores (Esquema 4).
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Esquema 4. Ubicacion y diagrama del rifion cortado longitudinalmente mostrando las principales

estructuras anatomicas.

Si se divide al riidn mediante un corte sagital, se pueden observar
claramente dos regiones principales: la corteza y la médula renal. La corteza
rodea por completo a la médula y como su nombre lo indica, es la region mas
externa. La médula ocupa la porcion central del rifidn y se divide en dos zonas, la
externa y la interna. La médula externa esta formada por estructuras en forma de
cono o embudo llamadas piramides; la papila es la parte mas interna de la médula
interna y drena sobre los célices renales.

La masa tisular funcional tanto de la corteza como de la médula esta
formada sobre todo por tubulos (nefronas y tubulos colectores) y vasos
sanguineos (capilares y vasos tipo capilar). Los tubulos y los vasos sanguineos se
encuentran entrelazados o en agrupamientos paralelos y en cualquiera de los
casos siempre estdn muy cercanos entre si. Entre los tubulos y los vasos
sanguineos se halla un intersticio, que comprende menos del 10% del volumen
renal. El intersticio contiene células intersticiales diseminadas (fibroblastos y
células de otras clases) que sintetizan una matriz extracelular de colagena,
proteoglucanos y glucoproteinas (Vander, 2006).

La unidad funcional del rifidn es la nefrona. En el rifdbn humano existen
aproximadamente un millbn y medio de nefronas, las cuales no pueden

regenerarse después de ser dafiadas. A grandes rasgos, la nefrona se divide en
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dos partes: un componente filtrador esférico denominado corpusculo renal y un
tubulo que se extiende desde este ultimo. El corpusculo renal consiste en un
mechon compacto de asas capilares interconectadas o capilares glomerulares, el
glomérulo, rodeado por una capsula hueca, la capsula de Bowman; en esta
seccion se lleva a cabo la etapa inicial de la formacién de la orina por medio del
filtrado de liquidos. La sangre entra y sale de la capsula de Bowman por arteriolas
gue penetran la superficie de la capsula a nivel del polo vascular. Existe un
espacio lleno de liquido (espacio urinario o de Bowman) en el interior de la capsula
y es a este espacio hacia el que se filtra el liquido. En el lado contrario al polo
vascular, la capsula de Bowman tiene una apertura que conduce hacia la primera
porcién del tibulo (Vander, 2006).

Los componentes principales del tibulo son: tibulo proximal, asa de Henle,
tubulo distal y tibulo colector. En toda su extension, el tibulo esta constituido por
una capa sencilla de células epiteliales que descansan sobre una membrana
basal, pero las caracteristicas estructurales e inmunohistoquimicas de estas
células epiteliales varian de un segmento del tabulo al otro. Es en los tubulos
donde la mayor parte del filtrado glomerular es reabsorbido ya que éstos son muy
selectivos a la sustancia o i6n que reabsorben.

El tbulo proximal, consiste en un segmento enrollado denominado tubulo
contorneado proximal, seguido por un segmento recto denominado tubulo recto
proximal. A pesar de que en el humano solo se distinguen claramente estos dos
segmentos (S1y S2), en conejo y rata se puede distinguir un tercer segmento (S3)
(Tisher et al., 1966; Maunsbach, 1966; Kaissling y Kriz, 1979). Las células
epiteliales de este segmento son células grandes y redondas que poseen un gran
namero de mitocondrias citoplasmaticas. Estas células presentan una morfologia
compleja, ya que cuentan con una membrana apical con borde en cepillo o
microvellosidades, lo que les confiere una mayor superficie de contacto con la luz
tubular, haciendo de este segmento el encargado de reabsorber alrededor de un
65-70% del filtrado glomerular. Este segmento, ademas de reabsorber el 100% de
glucosa y aminoécidos, reabsorbe agua, proteinas de bajo peso molecular, iones

como Na*, CI, K*, HCO5, Ca?*, PO,%, etc., asimismo secreta los farmacos para
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ser eliminados en orina. La intensa reabsorcion de este segmento del tubulo se
debe también a la expresion abundante de las ATPasas de Na'/K* y ATPasa de
Na® que se encuentran en la membrana basolateral de las células, las cuales
llevan a cabo un transporte activo del sodio.

La siguiente seccion del tubulo es el asa de Henle, la cual reabsorbe del
15-20% del filtrado glomerular. El asa de Henle se divide en tres regiones: asa
descendente delgada, asa ascendente delgada y asa ascendente gruesa; y es
ésta, donde se genera la hipertonicidad de la médula renal necesaria para la
concentracion de la orina final. En el asa de Henle delgada, se reabsorbe
intensamente el agua debido a la abundante expresion de los canales de agua,
acuaporina-1, mientras que el asa ascendente gruesa, impermeable al agua, es
fundamental para la reabsorcién de sal a través del cotransportador Na":K":2Cl".
Las células de este segmento son aplanadas, semejantes morfolégicamente a las
endoteliales, aunque a veces se presentan microvellosidades cortas. Las células
tienen escaso citoplasma, mitocondrias pequefias y esféricas y pocos organelos.

El tubulo contorneado distal esta localizado entre la mécula densa (region
del tdbulo en contacto intimo con las arteriolas aferente y eferente del glomérulo, y
las células mesangiales: llamado en conjunto aparato juxtaglomerular) y el tabulo
colector. Es en el tdbulo distal donde se reabsorbe del 5-7% del filtrado
glomerular, se continua la reabsorcion de sal a través del cotransportador de
Na’:CI', se regula en forma fina la excrecion urinaria de calcio y se lleva a cabo la
mayor actividad de la ATPasa de Na'/K". Las células de este segmento forman un
epitelio cuboidal alto y homogéneo, cuentan con una membrana basal extensa que
forma pliegues con un gran nimero de mitocondrias cilindricas de gran longitud
arregladas verticalmente.

El tubulo colector es la parte final de la nefrona y se encarga de
reabsorber alrededor del 3% del filtrado glomerular. Aqui se produce la regulacion
final de la excrecidn urinaria de sal, potasio, iones hidrégeno, bicarbonato, amonio,
magnesio, cloruro, etc., asi como la reabsorcibn de agua que en su conjunto
determinan la osmolaridad de la orina final. El tibulo colector esta formado por dos

tipos de células: las células principales y las células intercaladas, siendo las
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células principales el tipo celular predominante a través del tabulo colector. Estas
dltimas, tienen un citoplasma de aspecto claro debido a que cuentan con un
namero reducido de organelos; contienen mitocondrias pequefias y esféricas, y un
nacleo central o mediobasal.

En el esquema 5 se muestran las distintas partes en las que se divida la

nefrona.

Céapsula de Bowman /Tl]bulo proximal

Glomeérulo ] _
Tubulo distal

.-"r-
<+— TUlbulo colector

|
| e

Asa de Henle

Esquema 5. Esquema general de la nefrona.

24



1.5 Cisplatino

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino I, CIS), es una molécula formada por
un &tomo de platino rodeada por dos atomos de cloro y dos de amonio en posicion

cis (Esquema 6).

cl, ¢
/ Pt.‘\
NH3 NHg

Esquema 6. Estructura quimica del cisplatino

En 1845, Michel Peryone sintentizé por primera vez el CIS y hasta 1893
Alfred Werger describi6 su estructura; sin embargo, no fue sino hasta 1965 cuando
Barnett Rosenberg describié sus propiedades citotoxicas (Chirino y Pedraza,
2009); Rosenberg descubrié que los productos electroliticos formados de un
electrodo de platino en el medio inhibian la mitosis en Escherichia coli. Fue en el
afo de 1971 cuando el CIS se utilizd por primera vez en pacientes (Rosenberg,
1985). Investigadores de la Universidad del Estado de Michigan en Estados
Unidos demostraron los efectos positivos del tratamiento con CIS en sarcomas
implantados artificialmente en ratas (Lebwohl y Canetta, 1998). Finalmente, en
1978 la Administracion Americana de Alimentos y Drogas (FDA) aprobé al CIS
para su uso clinico en la terapia de una variedad de tumores sdlidos, por ejemplo,
cancer de vejiga, testiculo, ovario, cabeza y cuello, pulmén, entre otros (Lebwohl y
Canetta, 1998). En la actualidad se considera al CIS como uno de los agentes
guimioterapéuticos mas potentes para el tratamiento del cancer a nivel mundial,
desafortunadamente, su uso como antineoplasico es limitado debido a que causa
nefrotoxicidad (Pabla y Dong, 2008), ototoxicidad (Devarajan et al., 2002; Rybak,
2007), neurotoxicidad (Park et al., 2001; Sioka y Kyritsis, 2009) y hepatotoxicidad
(Martins et al., 2008; Custddio et al., 2009).
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La nefrotoxicidad es el efecto colateral mas importante en la terapia
antitumoral con CIS, se ha observado que el desarrollo de este dafo renal es
dosis-dependiente en un 30% de los pacientes (Pabla y Dong, 2008). Se ha
demostrado que la nefrotoxicidad inducida por CIS en humanos es un evento
secundario a su acumulacion en las células epiteliales del segmento S3 de los
tubulos proximales renales. Ciarimboli y colaboradores, demostraron que el CIS
entra a la célula por transportadores de cationes organicos, especificamente por
los hOCT2 que se encuentran en el tubulo proximal, lo que permitié explicar la
toxicidad érgano-especifica del CIS (Ciarimboli et al., 2005).

A nivel intracelular, las concentraciones maximas de CIS se han
encontrado en las mitocondrias, nucleo, citosol y microsomas. Estudios
farmacocinéticos en humanos indican que el CIS tiene una vida media de 25-
49 min, seguido de una segunda vida media de 58-73 h y que la unién a proteinas
ocurre rapidamente, arriba de un 90% en 2 h. Por otra parte, el CIS es excretado
casi en su totalidad de los rifiones; 27-47% del platino es excretado en los primero
5 dias y se ha informado que el 43% del platino se excreta por orina a los 50 dias

de su administracion (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009).

1.5.1 Mecanismo de accion

El CIS una vez dentro de la célula, incorpora dos moléculas integrales de
agua a su estructura para formar [Pt(NH3).CI(OH.)]" y [Pt(NH3)2(OH,).].", este
proceso se denomina “acuacion”, donde la baja concentracién celular de iones
cloruro facilita este proceso. La forma “acuada” del CIS es mas reactiva con sus
blancos celulares ya que el agua le confiere a la estructura una carga positiva. A
pesar que muchos componentes celulares interactuan con el CIS, el ADN es el
principal blanco biolégico para esta droga. El atomo de platino del CIS forma
enlaces covalentes con la posicién N’ de las purinas (guaninas) para formar
entrecruzamientos primarios 1, 2- o 1, 3-intracatenarios y un numero bajo de
entrecruzamientos intercatenaros. La union del CIS al ADN ocurre en la posicion

donde los grupos cloruro se encuentran en el compuesto original, dando como
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resultado la inhibicién de la replicacion y la transcripcion celular, arresto celular,

entre otros eventos (Esquema 7) (Wang y Lippard, 2004).

Cisplatino

.y 7 .
Posicién N de la guanina Intra Inter

Inhibicion de la replicacion
Inhibicion de la transcripcion
Arresto celular

Reparacién del ADN

Muerte celular

Esquema 7. Formacion de aductos intracatenarios (Intra) e intercatenarios (Inter) entre el CIS y el
ADN.

1.5.2 Lanefrotoxicidad y el estrés oxidante inducidos por cisplatino

La toxicidad por CIS en las células epiteliales del tubulo proximal se
caracteriza por necrosis tubular, aumento de tamafio y nimero de lisosomas,
ausencia de microvellosidades y vacuolizacion mitocondrial (Massry y Glassock,
1995; Kuhlman et al., 1997). El dafio renal que se produce se define como una
insuficiencia renal aguda, la cual es una pérdida reversible de la funcién renal,
siendo la severidad y el grado de los cambios morfolégicos dependientes de la
dosis del CIS. La insuficiencia renal aguda en el ambito de la clinica se caracteriza
por un aumento en los niveles de creatinina y nitrogeno de urea (BUN) en sangre
como consecuencia a una rapida disminucion de la filtracion glomerular (Brady et
al., 2000).

La histologia revela que en el dafio celular ocasionado por CIS se observa

que las microvellosidades de la membrana en borde en cepillo empiezan a
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desaparecer y a acortarse, o que implica que hay pérdida en la eficiencia de la
reabsorcion celular, también empiezan a surgir vacuolas y aplastamiento de los
tubulos proximales asi como la dilatacién de éstos, siendo éstos mas afectados
que los distales (Montagna et al., 1998). Se activan las vias de inflamacién, hay
infiltracién celular al nivel de la médula renal, ademéas de que el lumen del tdbulo
puede encontrarse ocluido por células en apoptosis. La apoptosis es dependiente
del consumo de las reservas de ATP, de modo que si esta reserva se conserva
ocurre la apoptosis y si presenta un decremento drastico entonces se
desencadena la necrosis (Brady et al., 2000; Racusen, 2001; Pabla y Dong, 2008).

Ademas de las alteraciones estructurales, la toxicidad por CIS esta
acompafada por otros factores como la disminucion en la funcidon mitocondrial, la
reduccidén en la actividad de la ATPasa, la alteracion del contenido celular de
cationes y del transporte de solutos, pérdida de sodio, magnesio, potasio, calcio y
agua, asi como incremento en la lipoperoxidacion, la oxidacion de proteinas y la
formacién de ERO. El CIS también disminuye los niveles de GSH, NADPH vy la
actividad de enzimas antioxidantes como GPx, GR, CAT (Kuhiman et al., 1997;
Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009). Lo anterior muestra que la nefrotoxicidad

inducida por CIS esta asociada con el estrés oxidante.

1.6 Mitocondriay cadena respiratoria mitocondrial

La mitocondria es un organelo compartamentalizado esencial en el
mantenimiento de la homeostasis de todas las células que utilizan oxigeno. La
mitocondria utiliza al O, como ultimo aceptor de electrones con lo cual se lleva a
cabo la mayor sintesis de ATP en la célula, también es la encargada de mantener
los niveles intracelulares de Ca** dentro de los rangos adecuados para mediar la
sefalizacion celular y el buen funcionamiento de la misma. Las mitocondrias
tienen una longitud aproximada de 1.5-10 um y un diametro de 0.5-1 um y estan
formadas por una doble membrana: la membrana externa de apariencia lisa que
cubre a toda la mitocondria, y la membrana interna que forma extensos

plegamientos irregulares llamados crestas. Ambas membranas forman dos

28



compartimentos: el espacio intermembrana localizado entre ambas membranas y
la matriz, contenida por la membrana interna y es rica en proteinas. La membrana
interna estd compartimentalizada en cisternas o tabulos que contienen proteinas
especializadas que permiten el contacto con la membrana externa (Esquema 8)
(Mannella, 2006).

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana

Ribosoma

Gréanulos

. Membrana interna

Membrana externa

Esquema 8. Estructura basica de la mitocondria

La membrana externa estd formada en un 50% por una proteina de
30 kDa que forma canales ionicos de alta conductividad. Este canal es selectivo a
cationes o aniones dependiendo de la apertura del mismo, la cual se genera ya
gue éste es dependiente de voltaje. Esta caracteristica electrofisiol6gica le da el
nombre de canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) (Pavlov et al., 2005).

La membrana interna tiene una mayor area de superficie debido a la
presencia de las crestas que forman segmentos estrechos parecidos a tubulos o
cuellos, asi como segmentos llamados uniones pediculares (Perkins et al., 1997).
Estas crestas tienen una funcién importante al proporcionar una alta relacion
volumen/superficie en términos de la eficacia de la fosforilacion oxidante y la
respiracion activa mitocondrial (Frey y Mannella, 2001).

La cadena respiratoria mitocondrial es un conjunto de mas de veinte
distintos transportadores de electrones asociados a un numero indeterminado de
péptidos estructurales localizados en la membrana interna. La cadena respiratoria

es una cadena que bombea protones y transporta electrones en forma acoplada
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desde el par NAD'/NADH® o FAD'/FADH hasta el par O./H,O, proceso
denominado fosforilacién oxidante, a través de cuatro complejos enzimaticos
fijos bien definidos: complejo | o NADH: ubiquinona 6xido-reductasa, complejo 1l o
succinato: ubiquinona oxido-reductasa, complejo Il o citocromo bcl y el complejo
IV o citocromo c oxidasa, la ATP-sintasa o complejo V y dos complejos mdviles: la
ubiquinona (coenzima Q) y el citocromo c.

Complejo | (NADH: ubiquinona 6xido-reductasa). Este complejo cataliza
la transferencia de dos electrones desde el NADH a la ubiquinona (coenzima Q),
que es un acarreador de electrones soluble en lipidos. EI NADH se oxida en el
lado interno de la membrana mitocondrial por medio de la NADH deshidrogenasa
la cual tiene como grupo prostético a un flavin mononucleétido (FMN). Este
complejo estd relacionado con la formacién del gradiente de protones
transmembranal con una estequiometria 4 H*/2e” (Brandt, 1997), y es considerado
junto con el complejo Ill, como uno de los sitio principales en la formacion de ERO
a nivel celular (Raha y Robinson, 2000).

Complejo Il (succinato: ubiquinona Oxido-reductasa). Este complejo
cataliza la oxidacion (transferencia de electrones) del succinato al fumarato en la
matriz mitocondrial por medio de la succinato deshidrogenasa. La oxidacion del
succinato estd acoplada a la reduccion de la ubiquinona a ubiquinol. En este
complejo a diferencia del complejo I, la succinato deshidrogenasa no transfiere
protones a través de la membrana mitocondrial por lo que no participa en la
formacion del gradiente electroquimico para la sintesis de ATP (Huo et al., 2007).

Complejo Il (citocromo bcl). Este complejo es el componente mas
pequeiio de la cadena respiratoria, y el papel que se le ha conferido es de
bombear 2H" a la matriz mitocondrial y el de catalizar la transferencia de 2e™ al
citocromo c soluble.

El citocromo ¢ es una proteina monomérica que se encuentra en el lado
externo de la membrana interna mitocondrial (el lado positivo de la membrana).
Este es un transportador hidrosoluble de dos electrones entre los complejos Ill y
IV, que contiene un grupo prostético constituido por una protoporfirina IX con un

ion de hierro coordinado (hemo C).
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Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa). La citocromo ¢ oxidasa es el complejo
final de la cadena respiratoria que cataliza la reduccién del O, hasta H,O. Por
cada electrén transferido al O,, un protén es bombeado a través de la citocromo ¢
oxidasa, por lo que se requieren 4H* tomado de la matriz y 4e” del citocromo ¢
para reducir al O, a H,O (Bréanden et al., 2006).

ATP-sintasa (complejo V). Su funcion es utilizar el gradiente
electroquimico generado por los complejos I, Il y IV para sintetizar ATP a través
de sus subcomplejos: F1 o complejo hidrofilico catalitico y Fo o complejo
hidrofébico de membrana.

En el esquema 9, se muestran los componentes de la cadena respiratoria y

el flujo de electrones entre los complejos.

Matriz
mitocondrial ATP
NADH, NAD ADP &
Fumarato 2 H+ H,O Pi
Siiccinato

Oy
Oz'_ )

26
]/
v Espacio
intermembranal
H+ H+ H+ H+
Complejo | Complejo 11 Complejo Il Complejo IV ATP-sintasa

Esquema 9. Componentes de la cadena respiratoria mostrando el flujo de electrones entre los

complejos enzimaticos.

1.6.1 Estrés oxidante mitocondrial y dafo mitocondrial inducido por
cisplatino

A pesar de que el transporte de electrones a través de los complejos I-IV es
un proceso sumamente eficiente, aproximadamente del 2-5% de los electrones se

escapan de interaccionar con el O,, dando como resultado la producciéon de O,°".
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La mitocondria es considerada como la fuente principal en la generacién del O,°",
produciendo alrededor del 85% del O,*" total en la célula. Esta producciéon se
presenta cuando la mitocondria incrementa su actividad o hay inhibicion de la
cadena respiratoria, dando como resultado una produccién aguda o cronica de
este radical favoreciendo el estado oxidante celular. Cabe mencionar que ademas
de las mitocondrias, las enzimas xantina oxidasa y la NADPH oxidasa generan
alrededor del 15% del O,*" celular (Maia et al., 2007), asi como la actividad
microsomal de la citocromo P450 que cataliza el metabolismo de xenobidticos por
reacciones oxido-reduccion.

Aunque el complejo IV de la cadena mitocondrial reduce mas del 90% del
oxigeno en la célula, las enzimas mitocondriales SOD y GPx, y la CAT, son las
encargadas de reaccionar con el O,*" y el H,O, producidos (Davidson y Schiestl,
2001; Pifna-Garza et al., 1996; Beal, 2005).

Se ha visto que el CIS inhibe la funcion mitocondrial y la actividad
antioxidante, induce dafio al ADN y deplecién de GSH (Santos et al., 2007; Chirino
y Pedraza-Chaverri, 2009). La disfuncién mitocondrial es un evento temprano en la
insuficiencia renal inducida por el CIS (Gordon and Gattone 2nd, 1986). La
exposicion de células de tabulos proximales renales de cerdo recién aisladas en
una suspension con CIS induce la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
y la inhibicion de los complejos | al IV, desencadenando la muerte celular
(Kruidering et al., 1994, 1997). También, la nefrotoxicidad inducida por CIS esta
asociada con una disminucion importante en la sintesis de ATP por la inhibicién de
la fosforilacion oxidante (Santos et al.,, 2007), asi como la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (mPT), un proceso de permeabilizacion inespecifico
dependiente de Ca®*, asociado directamente con la liberacién de citocromo ¢ - un
sello de la activacion de la via apoptotica mitocondrial - que desencadena la
muerte celular (Correa et al., 2008a).

El estrés oxidante/nitrante juega un papel importante en la nefrotoxicidad y
la disfuncion mitocondrial inducidas por CIS (Jung et al., 2009). En este contexto,
se ha demostrado que atrapadores de RL y antioxidantes naturales o sintéticos

disminuyen o previenen la disfuncion mitocondrial inducida por CIS (Somani et al.,
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2000; Chang et al., 2002; Santos et al., 2008; Tarladacalisir et al., 2008; Rodrigues
et al., 2010).

1.7 Muerte celular y algunas proteinas relacionadas

La mitosis y la apoptosis son los procesos fisioldgicos basicos que regulan
el numero de células en el organimo. En las células vivientes, la apoptosis es un
proceso activo que desencadena en la muerte celular, el cual es mediado por vias
de sefalizacion programada que son activadas por una variedad de estimulos
intracelulares y extracelulares, y que estan relacionadas de alguna forma con
receptores celulares, la mitocondria o el reticulo endoplasmico. La apoptosis es un
proceso que contribuye en la regulacibn de las células inflamatorias e
inmunoldgicas, el numero de fibroblastos y la homeostasis vascular. La apoptosis
se diferencia de la necrosis por varias caracteristicas morfologicas y funcionales
en la célula. Entre ellas encontramos la necesidad de energia y proteinas
proapoptoéticas (en el caso de la apoptosis), pero cuando se presenta un insulto
severo o la ausencia de energia celular (ATP) se presenta la necrosis celular.
Ademas, las células apoptdticas no son fagocitadas por macréfagos (Kroemer et
al., 2005). Otras caracteristicas de las células apoptoticas son: disminucion del
citoplasma, compactacion de la cromatina nuclear, fragmentacién del ADN
cromosomico y la formacion de pequefas vesiculas (cuerpos apoptéticos).

Usualmente, la muerte celular se presenta en respuesta al microambiente
celular (Riedl y Salvesen, 2007). EI mantenimiento celular adecuado es el
resultado entre el juego de factores de sobrevivencia que activan estas vias y
mantienen atenuadas las vias de muerte, y la presencia de factores letales que
activan a esta Ultima desencadenando la apoptosis. Células adyacentes,
mediadores solubles, factores nutricionales y la matriz extracelular regulan la
sobrevivencia celular. En la actualidad ya se han descubierto las dos vias
intracelulares principales que desencadenan en apoptosis: la ligada a los
receptores de muerte en la membrana plasmatica (via extrinseca) y la ligada a la

perturbacion de la homeostasis intracelular (via intrinseca).
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En la via extrinseca, la activacion de los receptores de muerte dan como
resultado a la formacion de complejos multimoleculares los cuales incluyen
proteinas adaptadoras como la proteina de dominio de muerte asociada a Fas
(FADD) y la activacion de caspasas (-8 y 10) (Thorbum, 2004). Estas caspasas
son activadas por oligomerizacion y luego se unen a proteinas sustrato para
activar rio abajo a caspasas efectoras. Por otra parte, la via intrinseca implica
organelos intracelulares, donde el mas impotante es la mitocondria. Esta via se
inicia al haber cambios en la permeabilidad mitocondrial de la membrana externa
(por la activacion alostérica de Bax y/o Bak, que se oligomerizan en la
mitocondria), permitiendo la liberacibn de factores proapoptéticos como el
citocromo c¢, SMAC/DIABLO vy el factor inductor de apoptosis (AIF), que
promueven la apoptosis dependiente e independiente de caspasas. El citocromo ¢
facilita la oligomerizacion de Apaf-1 y la caspasa-9 en el apoptosoma, dando como
resultado la activacion de la caspasa-9. Por su parte, la caspasa-9 se ancla y
activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3 y la caspasa-7, dando como
resultado a la protedlisis generalizada y el desenlace con la muerte celular (Sanz
et al., 2008).

1.7.1 Caspasas

Las caspasas son proteasas caracterizadas por presentar un residuo de
cisteina que media la ruptura de otras proteinas. Estas proteasas son clave en la
transduccion y ejecucion de la sefal apoptética. En la célula se encuentran como
precursores inactivos (procaspasas) que necesitan ser cortados para iniciar su
actividad. Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras
y las ejecutoras. Las caspasas iniciadoras son activadas por autoproteolisis
cuando son traslocadas a compartimientos especificos 0 mediante
adaptadores/activadores, mientras que las caspasas ejecutoras son activadas
mediante el corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras. Estas
proteasas son las encargadas de los cortes finales de sustratos que provocan la
morfologia tipica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran proteinas de sefial, de

reparacion de ADN, estructurales, factores de transcripcién, de procesos
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morfogenéticos del desarrollo embrionario, de procesos de maduracién protéica y
activacion de proteinas proinflamatorias como las interleucinas-1p y 18, entre otros
(Sanz et al., 2008).

Las caspasas contienen tres dominios: un prodominio N-terminal, una
subunidad grande (p20) que contiene el centro activo con cisteina dentro de un
motivo conservado QACXG, y una subunidad pequefia (p10) en el C-terminal. Las
caspasas son unas de las proteasas mas especificas con un requerimiento inusual
y absoluto de cortar después de un residuo de acido aspartico (Asp), de donde
deriva su nombre: cisteinil-aspartato proteasas. El prodominio y la subunidad
grande estan separados por un lugar de corte con Asp, y la subunidad grande esta
separada de la pequefia por uno o dos motivos de este tipo. La presencia de Asp
en los motivos de corte para la maduracién es consistente con la habilidad de las
caspasas de autoactivarse o de ser activadas por otras caspasas como parte de

una cascada de amplificacion.

1.7.2 Familia de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK)

Las proteinas de la familia de las cinasas activadas por mitdégenos (MAPK)
median varias vias de sefializacion intracelular, las cuales se inician con una
variedad de estimulos extracelulares. Estas proteinas conducen una diversidad de
actividades celulares entre las que podemos mencionar: proliferacién celular,
diferenciacion y apoptosis (Chang y Karin, 2001). La via de sefalizacion de las
MAPK esta formada por tres componentes: MAP cinasa cinasa cinasas (MAP3K),
MAP cinasa cinasas (MAP2K) y las MAP cinasas (MAPK). Una MAP3K activada
fosforila y estimula a la MAP2K, la cual a su vez estimula a la MAPK a través de
fosforilacion (Chang y Karin, 2001).

En la familia de las MAPK de mamiferos se incluyen tres subgrupos: las
cinasas de regulacion extracelular (ERK), las cinasas c-Jun N-terminal
(JNK)/proteinas cinasas activadas por estrés (SAPK), y las p38 MAPK. La via de
sefalizacion de las ERK esta relacionada en la transduccion de sefales en
procesos de diferenciacion y proliferacion celular. La via de sefializacién de las

JNK/SAPK es estimulada por una variedad de estimulos de estrés entre los que
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encontramos: estrés oxidante, genotoxico, metabdlico, choque térmico y osmético,
asi como por estimulos por citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) e interleucina 1-p. Esta via de sefializacion esta relacionada en
diversas actividades celulares, entre las que se encuentran: crecimiento,
diferenciacion y muerte celular. La activacion persistente de la via JNK/SAPK
generalmente media la sefalizacion celular que desencadena en muerte celular.
La via de sefalizacion de la p38 MAPK esta formada a su vez por las isoformas
-a, -B, -y, -6. Dos de las isoformas (-a, -B), parecen tener un papel regulatorio
importante donde la p38-a potencia una sefial de muerte y la p38-B una de
sobrevivencia (Das et al., 2006; Mukherjee et al., 2008). La via de las p38 MAPK
también es estimulada por estrés celular y citocinas proinflamatorias de la misma
forma que con las JNK/SAPK. Cabe mencionar que las JNK/SAPK y las p38
MAPK fosforilan a muchas proteinas sustrato, como el factor de transcripcion p53
(Sanz et al., 2008; Cuadrado y Nebreda, 2010).

1.7.3 p53

Luego de su descubrimiento en 1979, el p53 se ha establecido como
supresor tumoral clave, un potente inductor de apoptosis y un marcador de cancer.
Se ha observado que p53 se encuentra mutado en un 50% en los tumores
cancerosos, lo que enfatiza su papel central en la regulaciébn del crecimiento
celular y sobrevivencia (Soussi y Wiman, 2007).

p53 es un factor transcripcional que se acumula en respuesta a estrés
celular, incluyendo dafio al ADN y activacion de oncogenes. Estos eventos
disparan la transactivacion transcripcional de los genes blancos de p53: p21,
PUMA, Bax, entre otros conduciendo al arresto celular, senescencia y/o apoptosis.
Se ha observado que la activacion de p53 por estrés oncogénico sirve como un
mecanismo para eliminar tumores celulares nacientes por apoptosis y/o
senescencia, formando una barrera contra el desarrollo de tumores.

Una gran mayoria de las mutaciones de p53 en humano son mutaciones
sencillas sin sentido que se agrupan en el dominio central de p53 (residuos 100-

300) que reconocen los motivos de union al ADN. En general, las proteinas p53
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mutantes son deficientes para la unién especifica al ADN, argumentando con esto
gue la unién al ADN vy la regulacion transcripcional de los genes blanco por p53 es
crucial para la supresion tumoral mediada por p53 (Soussi y Wiman, 2007). Por
otra parte, se esta estableciendo que estas mutaciones generan en p53 una
ganancia de funciones en diversas actividades, entre las cuales se pueden
mencionar una mayor activacion del factor nuclear kappa de células B (NF-xB)

y la promocion de la invasion tumoral (Fanerbo et al., 2010).

1.7.4 Muerte celular inducida por cisplatino

La nefrotoxicidad inducida por CIS es un proceso extremadamente
complejo (Pabla y Dong, 2008). Se ha descrito dafio elevado al ADN (Ries y
Klastersky, 1986; Mukhopadhyay et al., 2009), activacion de las caspasas y
muerte por necrosis y apoptosis (Cummings y Schnellmann, 2002; Ramesh y
Reeves, 2002; Tsuruya et al., 2003; Liu y Baliga, 2005; Park et al., 2008; Pan et
al., 2009).

La actividad celular apoptética mediada por CIS puede demostrarse al
observar un aumento en el nivel de proteinas y la actividad de las caspasas-3/7 y
9 (Park et al., 2002; Baek et al., 2003; Pan et al., 2009). Se ha demostrado que la
activacion de las caspasas estd mediada por las vias de sefalizacion de los
miembros de las MAPK (Jiang et al., 2006; Pabla y Dong, 2008), ya que el uso de
inhibidores especificos para estas proteinas evitan la disminucion de la funcion y
el dafio renal inducido por el CIS (Ramesh y Reeves, 2005). p38, que forma parte
de la familia MAPK, incluye también a la ERK y JNK activadas por el estrés
extracelular, fisico y quimico, las cuales regulan la proliferacién, diferenciacién y
sobrevivencia celular (Luo et al., 2008). p38-a y p38-B, son dos de las cuatro
isoformas de p38 MAPK, ambas isoformas parecen jugar un papel regulador en
por lo menos el modelo de pre-acondicionamiento y la isquemia y reperfusion
cardiaca, en donde p38-f potencia una sefial de sobrevivencia y p38-a potencia
una sefal de muerte (Das et al., 2006; Mukherjee et al., 2008). p53, uno de los
mas potentes supresores de genes tumorales en cancer humano, también esta

regulando la muerte celular inducida por CIS mediante apoptosis en las células
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cancerigenas (Shi et al.,, 2007), ademas se ha visto que p53 y fosfo p53 son
inducidos por CIS en el tejido renal, lo que indica la activacion de p53 bajo
condiciones patolégicas (Jiang et al., 2007).

1.8 Inflamacion y algunas proteinas relacionadas

El proceso inflamatorio se debe definir como una consecuencia de eventos
gue ocurren en respuesta a agentes dafiinos, trauma o infeccion. Estas respuestas
son orquestadas por una interaccion altamente moderada entre los mediadores de
inflamacion y las células inflamatorias (Sacca et al., 1997). Las citocinas
representan un grupo de sustancias multifucionales que estan involucradas en
muchos de los pasos de la respuesta inflamatoria. Hasta ahora, se han
identificado mas de cien miembros de la familia de las citocinas y sus receptores
especificos (Barnes, 2001; Haddad, 2002; Hopkins, 2003). Generalmente, las
citocinas pueden ser clasificadas como pro-inflamatorias y anti-inflamatorias,
dependiendo de la via en la que influencian la inflamacion. En una vision mas
simple, las citocinas pro-inflamatorias parecen estar implicadas en la iniciacion y
amplificacion de los procesos inflamatorios (por ejemplo, TNF-a, interleucina-1p,
interleucina-6 e interleucina-8); mientras que las citocinas anti-inflamatorias,
modulan negativamente a estos eventos (por ejemplo, interleucina-10 y el factor
de crecimiento y transformacion tipo beta) (Dinarello, 2000; Opal y DePalo, 2000).

Las citocinas son producidas tanto en células residentes y migrantes, como
las células mastil, macréfagos y neutrofilos, y luego de liberarse, pueden actuar a
nivel local o sistémico. Debido a sus acciones redundantes y pleiotropicas, las
citocinas forman una comunidad en la cual una citocina puede inducir su propia
produccion o incluso la generaciéon secundaria de otras citocinas. Ademas, se ha
demostrado ampliamente que la mayoria de las acciones de las citocinas implican
la activacion de factores de transcripcion (por ejemplo, NF-xB) y a la proteina
activadora-1) y a proteinas cinasas (MAPK y la proteina cinasa C), las cuales a su
vez, regulan la expresion de muchos genes blanco indispensables para el

mantenimiento del estado inflamatorio (Haddad, 2002; Kracht y Saklatvala, 2002).
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Por ejemplo, las citocinas son responsables de la induccion de muchas enzimas
como la sintasa de Oxido nitrico inducible y ciclooxigenasa-2), receptores (del
factor de agregacion plaquetaria e interleucina-2) y moléculas de adhesion
[molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1), molécula de adhesion
vascular-1 (VCAM-1), e integrinas a y B] (Calixto et al., 2004).

Un grupo distinto de citocinas, denominadas quimiocinas: interleucina-8,
eatoxina, citocina inductora quimioatayente de neutrofilos-1, entre otras, tienen la
habilidad de quimioatraer y activar a leucocitos en el sitio de la inflamacion (Luster,
1998; Wong y Fish, 2003). La union de las quimiocinas a sus receptores
especificos permite a los leucocitos méviles convertirse en formas adherentes y
asi ser capaces de transmigrar a sus tejidos blanco; un proceso ampliamente
dependiente de la activacion de moléculas de adhesion, principalmente de las
integrinas (Luster, 1998; D'Ambrosio et al., 2003).

1.8.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), pertenece a una superfamilia de
citocinas importantes en la regulacion de muchas funciones biologicas celulares
entre las que podemos mencionar la inflamacién, la proliferacién, la diferenciacién
y la muerte celular. El TNF-a es un importante regulador de la inflamacién y regula
la produccion de citocinas en el sistema inmune, y dispara las respuestas de
regeneracion y muerte celular. Se ha observado que TNF-o es esencial en la
regeneracion del higado tras un dafio y la inhibicion de la sefializacion de TNF-o
puede prevenir la regeneracién del higado (Han et al., 2009).

El TNF-a es el miembro fundador de las diecinueve distintas proteinas
hasta ahora identificadas en esta familia. Los miembros de la familia TNF llevan a
cabo su funcion biolégica a través de la subfamilia de receptores de superficie
celular TNFR. Algunos de estos receptores comparten un tramo de hasta 80
aminoacidos con la region citoplasmatica, region denominada dominio de muerte,
la cual es critica para reclutar la maquinaria de muerte luego de la unién de los
receptores. La union de TNF-a. al receptor TNFR1 desencadena una serie de

eventos intracelulares de los cuales destacan la activacion de las vias de NF-xB y
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las MAPK, asi como la activacion de la cascada de caspasas (caspasa-8) que
desencadena en la muerte celular por apoptosis inducida por TNF-a. En la
mayoria de las células, la combinacion de las vias arriba mencionadas determinan
las diversas actividades biologicas de TNF-a, que incluyen las ya mencionadas,
proliferacion celular, desarrollo, oncogénesis, inflamacién, sefalizacion inducida

por estrés y muerte celular (Shen y Pervaiz, 2006).

1.8.2 Factor nuclear kappa de células B activadas (NF-kB)

El factor nuclear kappa de células B activadas (NF-xB), es uno de los
mecanismos regulatorios clave en el control de la transcripcion de un numero
importante de genes criticos de la funcion inmune, inflamacion, proliferacion y
muerte celular (Shen y Pervaiz, 2006). El NF-kB esta formado como homodimeros
o heterodimeros de proteinas de la subfamilia NF-kB (por ejemplo, p50, p52) y la
subfamilia Rel (por ejemplo, p65 (Rel A), c-Rel, RelB). Estas proteinas estan
caracterizadas por la presencia de un dominio homologo Rel necesario para la
union especifica al sitio kB del ADN y asi llevar a cabo la dimerizacion y
traslocacion nuclear. En la mayoria de las células la forma prominente de NF-xB
es el formado por el heterodimero p50/p65. En células no estimuladas, el NF-«xB
es secuestrado en el citoplasma por su proteina inhibitoria IkB. En presencia de un
estimulo, la activacion por las cinasas IkB (IKK) permite la fosforilacién de IxB, su
ubiquitinacion y degradacion para liberar a los dimeros NF-xB, acto seguido por la
traslocacion de NF-kB al nucleo y su unién a los elementos responsables en los
genes blanco para activar su transcripcion (Shen y Pervaiz, 2006).

Durante la sefializacion por medio de los receptores TNFR1, NF-xB es una
de las vias principales en juego, y la activacion de IKK requiere algunas de las
proteinas adaptadoras en la via de los TNFR1. Existe una controversia en relacion
al papel de las ERO intracelulares con respecto a la activacion de NF-xB mediada
por TNF-a, pero se sigue aceptando la idea de este vinculo. Lo que si es evidente

y aceptado, es el papel de NF-kB en la produccion de ERO y la acumulacion de
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TNF-a en células, ya que se ha observado que NF-kB actia como un supresor de

la formacion de ERO intracelular en respuesta a TNF-a (Han et al., 2009).

1.8.3 Otros marcadores de inflamacion

De acuerdo con la definicibn del Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontology.org/), las moléculas de adhesion celular son: “moléculas
expresadas en la superficie de las células que median la adhesion de la célula a
otras células o a la matriz extracelular”. Estas proteinas juegan varios papeles
funcionales importantes en la interfase de las células y su medio ambiente, siendo
este ambiente otras células de igual o diferente tipo, la matriz extracelular o
incluso algunas veces elementos solubles. Las moléculas de adhesién estan
distribuidas ampliamente y virtualmente todas las células las expresan.

Las moléculas de adhesion intracelular (ICAM) pertenecen a la
subfamilia de cinco miembros denominados ICAM-1 al 5. Estas moléculas son
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (lg), que son glicoproteinas
receptoras de membrana, las cuales presentan una variedad de dominios Ig
extracelulares. La ICAM-1 se expresa ampliamente a nivel basal y puede ser
regulada por citocinas proinflamatorias en leucocitos y células endoteliales
(Blankenberg et al., 2003). Entre los ligandos para las ICAM podemos mencionar a

las integrinas B2 especifica para leucocitos, cada proteina ICAM es capaz de unir

a mas de un ligando al utilizar diferentes dominios de union. En este tipo de
moléculas, comunmente se observa dimerizacibn o formacién de grandes
multimeros lo cual incrementa su afinidad a ligados. Las ICAM-1 a 3, median la
adhesion de leucocitos al endotelio activado para establecer fuertes lazos con las
integrinas e inducir un firme arresto de células inflamatorias en la superficie
vascular y participar en la extravasacion de leucocitos (Blankenberg et al., 2003).
La molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) es inducida
transcripcionalmente en las células del endotelio pero pueden expresarse por
otros tipos celulares como los macrofagos, mioblastos o células dendriticas. Estas
moléculas interactuan con la integrina a4p1 también conocida como integrina 4

tardia, dando como resultado la induccion de la sefal para el cambio de forma 'y
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migracion en las células leucociticas. La VCAM-1 patrticipa en el reclutamiento de
células sanguineas por la activacién endotelial favoreciendo su firme adhesién con
éste (Blankenberg et al., 2003).

En la patogénesis de enfermedades inflamatorias se ha observado que las
ERO juegan un papel muy importante. Tanto en estudios in vivo como in vitro, se
ha observado que los macrofagos usan ERO para eliminar a los patégenos que
invaden a las células. Una de las vias oxidantes involucra a la mieloperoxidasa
(MPO), una hemo proteina expresada en altos niveles en diversas lesiones
celulares, la cual puede localizarse en parte con los macrofagos. Esta enzima
utiliza H,O, para llevar a cabo reacciones oxidantes en el fagolisosoma y la
mielina extracelular, dando como resultado la formacién de HOCI. El HOCI, es un
potente agente antimicrobiano y es el producto final mas abundante de iones
cloruro en plasma generado por la MPO. Este acido ademas de ser un potente

antimicrobiano, tiene el potencial para dafar a los tejidos de su hospedante.

1.8.4 Inflamacion inducida por cisplatino

Multiples lineas de investigacion han demostrado que la inflamacion juega
un papel fisiolégico importante en la nefrotoxicidad inducida por CIS. Esto se ha
demostrado al observar que la administracién de CIS incrementa la infiltracién de
leucocitos, macréfagos, monocitos y neutréfilos en los tejidos renales dafados
después de 72 h de su administracion (Sung et al., 2008; Mukhopadhyay et al.,
2010), asi como un incremento en los marcadores de inflamacion como son las
moléculas de adhesion intracelular-1, proteina quimioatrayente-1 de monocitos
(MCP-1) y ED-1 (Kang et al., 2009; Francescato et al., 2009). Ademas, se ha
observado que el CIS induce el incremento en la expression de una variedad de
citocinas y quimiocinas inflamatorias como TNF-a y la interleucina-1p (Ramesh y
Reeves, 2002, 2003; Pan et al., 2009), que a su vez permiten la activacion de

NF-kxB como producto de las ERO producidas (Sung et al., 2008).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Evidencias del sulforafano como antioxidante en distinto modelos de
estrés oxidante

Como se ha mencionado anteriormente, el SFN es un antioxidante indirecto
que tiene la capacidad de promover la induccién de enzimas antioxidantes por
medio de la disociacion del complejo Nrf2/Keapl asi como la activacion de las
proteinas de la via de las MAPK (Yu et al., 1999; Hu et al., 2004; Kong et al., 2001;
Lau et al., 2008). Como resultado, el Nrf2 modula la expresién de los genes via
ARE (Esquema 10). Dentro de los genes regulados por ARE podemos encontrar a
NQO1, hemo oxigenasa-1, GCL, GST, entre otros y la induccién de estas enzimas
se ha observado en experimentos in vivo e in vitro luego del tratamiento con SFN.

Dado que encontramos SFN en el brocoli, se han realizado muchos
estudios por medio de la ingesta de este vegetal. Por ejemplo, una dieta de brotes
secos de brocoli (200 mg/dia) en ratas con hipertension espontanea atenua el
estrés oxidante, la hipertension y la inflamacion generados por esta enfermedad
(Wu et al., 2004). Ademas, el efecto antihipertensivo del brocoli estuvo
acompafado de una mejora en las concentraciones de GSH asi como en la
actividad de las enzimas GR y GPx en corazén, aorta, carodtida y riidn; se observo
una disminucién en la infiltraciébn de macréfagos en tejidos de la aorta, arteria
carétida y el endotelio cardiaco, asi como en la médula renal y los tubulos. Estos
efectos benéficos se asociaron con la supresion de la via NF-xB (Wu et al., 2004).
Se ha observado un efecto cardioprotector en preparaciones de corazones
aislados sometidos a isquemia y reperfusion luego de alimentar a ratas con brocoli
durante treinta dias (Mukherjee et al., 2008). El efecto protector se observo al
disminuir la apoptosis en los cardiomiocitos, lo cual se asocié con la conservacion
de las enzimas tiorredoxina, glutarredoxina, peroxirredoxina, hemo oxigenasa-1 y
SOD, asi como la induccién las proteinas de la via de sobrevivencia Bcl2, Akt,
ERK y la disminucion en la activacion de las proteinas de la via de muerte celular
(Bax, JNK, p38-a. MAPK) (Mukherjee et al., 2008; Mukherjee et al., 2010). El

efecto protector del SFN también se ha observado contra el dafio producido por
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hipoxia e isquemia cerebral. En dicho modelo el SFN disminuy6 los niveles de
malondialdehido y 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (marcadores de estrés oxidante en
lipidos y ADN, respectivamente) (Ping et al., 2010). En el modelo experimental de
inflamacion cerebral inducida por lipopolisacaridos en ratas, el SFN atenuo este
dafio lo cual se asocié con induccion de Nrf2 y la expresion de la hemo oxigenasa-

1 en el hipocampo de estos animales (Innamorato et al., 2008).

Sulforafano

Citonlasma

Ndacleo

Genes citonrotectores

Esquema 10. Mecanismo de induccidn de genes citoprotectores por SFN.

A nivel renal, en un modelo de nefrotoxicidad con glicerol donde se produce
midlisis y hemdlisis, se observd que la induccion de la hemo oxigenasa-1 previno
la insuficiencia renal aguda inducida por este compuesto (Nath et al., 1992). Yoon
y colaboradores demostraron que el pretratamiento con SFN (una sola inyeccion
de SFN 500 ng/Kg) fue capaz de reducir el dafio renal inducido por isquemia y
reperfusion evaluado por marcadores bioquimicos e histologicos. Este efecto
protector se asocio con la traslocacion de Nrf2 al nucleo, la induccion de enzimas
de fase Il y la disminucion de marcadores de estrés oxidante en los tejidos renales
(Yoon et al., 2008). Shin y colaboradores demostraron en un modelo de fibrosis
renal inducido por CSA, que el tratamiento con SFN previene este dafio asociado
al factor Nrf2 (Shin et al., 2010).

Esta serie de evidencias hacen del SFN un excelente candidato para ser
utilizado como un arma terapéutica en una amplia variedad de las enfermedades
humanas sin explorar, como es el caso del dafio renal inducido por el tratamiento
con CIS.
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3. JUSTIFICACION

La nefrotoxicidad es el efecto colateral mas importante en la terapia
antitumoral con CIS. En estudios in vitro como in vivo se ha demostrado que la
generacion de ERO, la deplecion de enzimas antioxidantes y el aumento en el
estado oxidante/nitrante celular, la disfunciébn mitocondrial asi como la activacion
de vias de inflamacion y muerte celular estan relacionadas directamente con el
dafio ocasionado por este compuesto.

Dado que en diversos modelos experimentales se ha demostrado que el
SFN es un agente favorable contra los eventos arriba mencionados, es necesario
realizar mas estudios con el SFN para prevenir los efectos secundarios

devastadores en el tratamiento contra el cancer humano.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con SFN en las ratas tratadas con CIS prevendra o
disminuird la nefrotoxicidad, las alteraciones mitocondriales, la inflamacion y la
muerte celular por medio de la activacion del sistema antioxidante: sobreexpresion
de enzimas antioxidantes y prevalencia de antioxidantes enddgenos, los cuales
impediran la oxidacion de moléculas celulares o la activacion de vias

proinflamatorias y de muerte celular relacionadas con el estrés oxidante.

5. OBJETIVOS

5.1 General

o Determinar el efecto protector del sulforafano contra el estrés oxidante,
dafio mitocondrial, inflamacion y muerte celular inducidos por cisplatino en rifiones

de ratas Wistar Macho.

5.2 Particulares

o Evaluar el efecto protector del sulforafano contra la nefrotoxicidad inducida
por cisplatino

L Evaluar el efecto protector del sulforafano contra las alteraciones

mitocondriales inducidas por cisplatino

° Evaluar el efecto protector del sulforafano contra la muerte celular e

inflamacion inducidas por cisplatino
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

El SFN se compré en LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA). EI CIS, el
dimetil sulféxido (DMSO), la p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido, el 2,4,-
dinitrofenil hidrazina (DNPH), el cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), el azul de
tetrazolio (NBT), la GST, el Tritbn X-100, la poli-L-lisina (P-1524), el
paraformaldehido, la albumina sérica bovina (BSA) y la glicina se adquirieron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El monoclorobimano y la tincion con
Hoescht 33258 se adquirieron de Fluka (Schnelldorf, Germany). Las células
epiteliales de tubulo proximal renal de cerdo (LLC-PK1) se adquirieron de
American Type Culture Collection (ATCC). Los platos de cultivo celular se
compararon de Nunc (Roskilde, Denmark). El medio Dulbecco’s Modified Eagle
(DMEM), la tripsina TrypLE Express, el suero fetal bovino (SFB), el
antibiético/antimicotico (10,000 U/mL de penicilina G y 10,000 ug/mL de sulfato de
estreptomicina en 0.85% de sol. salina) se adquirieron de GIBCO (México D.F.). El
anticuerpo monoclonal para raton anti-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) se compré de
Oxis International Inc. (Portland, OR, USA). El anticuerpo monoclonal anti-3-
nitrotirosina (3-NT) se compr6é de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA). El
anticuerpo secundario SP-conjugado de burro para biotina AffiniPure 1gG anti-
ratbn y el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) se compraron de Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
(West Grove, PA, USA). El anticuerpo anti-Nrf2 se compré de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). El Declere se adquiri6 de Cell Marque
(Hot Springs, AR, USA). El sustrato diaminobenzidina y la hematoxilina de Mayer
(Lillie’'s Modification) se adquirieron de DAKO Corporation (Carpinteria, CA, USA).
Vectastaina ABC-kit se compré6 de Vector Laboratories (Orton Southgate,
Peterborough, UK). El anticuerpo anti-(citocromo c) mAb (Clona 7H8.2C12) y el
anticuerpo secundario conjugado para biotina se compraron de Zymed
Laboratories (San Francisco, CA, USA). Los anticuerpos para caspase-3 anclada,
p38-a, p38-B, fosfo INK (pINK), INK, fosfo ERK (pERK), ERK, p53, fosfo NF-xB
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(p65) y NF-xB (p65) se compraron de Cell Signaling Technology Inc. (Danvers,
MA). Los anticuerpos para TNF-a, ICAM-1, VCAM-1 se adquirieron de R&D
Systems Inc. (Minneapolis, MN) y el anticuerpo para B-actina se compr6 de
Chemicon (Temecula, CA). Todos los demas compuestos usados son de grado

reactivo y se compraron comercialmente.

6.2 Disefio experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 230-
260 g. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 h en
condiciones de temperatura controlada, teniendo acceso ad libitum a agua y
alimento. El trabajo experimental fue aprobado por el Comité ético local (CICUAL)
y siguio the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado por the
United States National Institutes of Health (US-NIH), asi como la Norma Oficial
Mexicana para el cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y de
disposicion de residuos bioldgicos (NOM-087-ECOL-1995).
Se estudiaron cuatro grupos de animales. (1) Grupo control (CT). Las ratas de
este grupo se inyectaron por via intravenosa (i.v. en la vena yugular) con una
solucibn de DMSO/solucion salina y luego con una inyeccion por via
intraperitoneal (i.p.) con solucion salina isoténica. (2) Grupo sulforafano (SFN). Las
ratas de este grupo se inyectaron via i.v. a una dosis de 500 nug/Kg (Yoon et al.,
2008), dos veces (24 h antes y 24 h después de la inyeccion con la solucién salina
isotonica. EI SFN se suspendié en una solucion de DMSO/solucién salina. (3)
Grupo cisplatino (CIS). Las ratas de este grupo recibieron una sola inyeccion i.p.
de una solucion de CIS 7.5 mg/Kg/solucion salina isoténica (Chirino et al., 2008).
(4) Grupo sulforafano + cisplatino (SFN+CIS). Las ratas de este grupo se
inyectaron con SFN 24 h antes y 24 h después de la inyeccion de CIS a las dosis y
vias descritas para los grupos 2 y 3. Los animales se mantuvieron en jaulas
metabdlicas 24 h previas a la inyeccidbn de SFN o la solucién DMSO/solucion
salina y 24 h previas al sacrificio de las mismas para recolectar la orina y llevar a
cabo la medicion de proteinuria y excrecién urinaria de N-acetil-B-D-

glucosaminidasa (NAG) como marcadores de nefrotoxicidad, H,O, y contenido de
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GSH como marcadores de produccion de ERO. El disefio experimental se muestra

en el esquema 11.

Recoleccion de cis - -
orina basal (24 h) o} Recoleccion Obtencion de
Acondicionamiento SEN Vehiculo SEN de orina (24 h) muestras
I I I I 0 I 1 Iz I3 Dias
Vehiculo CIS Vehiculo
o
Vehiculo

Esquema 11. Disefio del trabajo experimental.

Los animales se sacrificaron 72 h posteriores a la inyeccion con CIS o a la
inyeccion del vehiculo. Los animales se anestesiaron y la sangre fue obtenida via
la vena aorta usando una jeringa con una aguja #18 a temperatura ambiente y
heparina de sodio (1,000 U/mg) como anticoagulante. El plasma sanguineo se
separd y se guardo a -20°C hasta que se midieron los siguientes parametros de
dafo renal: creatinina plasmaética, nitrogeno de urea en sangre (plasma) (BUN) y
GPx en plasma (Pedraza-Chaverri et al., 2000). La depuraciéon de creatinina se
calculd con la férmula estandar. Los rifiones se removieron rapidamente para
obtener las muestras histolégicas, inmunohistoquimicas, realizar los estudios
morfométricos, para medir la actividad de las enzimas GPx, CAT y GST, asi como
para medir el contenido de proteinas carboniladas y 4-HNE (marcadores de
oxidacion de proteinas y lipidos, respectivamente) y los demas estudios que se

describen a continuacion.

6.3 Métodos analiticos: Creatinina, BUN, NAG, proteinuria, H,O, y GSH

° Tratamiento de las muestras

La orina recolectada durante 24 h se centrifugé a 3,000 x g por 10 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se coloc6 en alicuotas en tubos
eppendorf, se congelé y almacen6 a -20°C hasta realizar las determinaciones

correspondientes.
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La sangre se recolect6 individualmente al momento del sacrificio en tubos
de ensayo de 13 x 100 mm, se dej6 reposar a temperatura ambiente para después
centrifugar a 3,000 x g por 10 min. El plasma obtenido se colocé en alicuotas en
tubos eppendorf y se conservé a -20°C hasta su uso.

Los rifiones se extrajeron y se cortaron transversalmente en tres secciones,
una de las porciones (la media y mas pequefia) se colocd en formalina al 10%
para la preparacion posterior de costes histolégicos y el resto se coloco en papel
aluminio para congelarlos en nitrogeno liquido e inmediatamente almacenarlos a

-80°C hasta ser utilizados.

- Evaluacién de la funciéon renal

o Nitrogeno de urea en sangre (BUN)

La determinacion de la concentracion de BUN se realizO mediante un
ensayo colorimétrico con un estuche comercial en un autoanalizador. Se
mezclaron 10 uL de la muestra con 400 uL de ortoftalaldehido 4.8 mM y 400 uL de
borato 87 mM, los tubos de incubaron a 37°C por 15 min y transcurrido el tiempo
se leyeron las absorbencias. A 510 nm, el producto de la reaccién entre la urea 'y
el ortoftaldehido absorbe la luz visible y por lo tanto puede ser determinado por
métodos espectrofotométricos (Jung et al., 1975) (Esquema 12).

Esquema 12. Reaccion entre la urea y el ortoftaldehido

o Creatinina en plasma
La cantidad de creatinina presente en el plasma se determind con un
estuche comercial en un autoanalizador, utilizando un método colorimétrico

basado en la reacciéon de Jaffé (Esquema 13), en el cual al reaccionar la creatinina
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con el acido picrico se forma un complejo anaranjado capaz de absorber a

492 nm. La cantidad de creatinina se expresé en mg/dL.

Esquema 13. Reaccidn de Jaffé

o Depuracion de creatinina

La depuracion de creatinina se emplea como un marcador para evaluar la
funcién renal, ya que es una manera de medir la velocidad de filtracion glomerular
(Pedraza-Chaverri et al., 1999). Para su medicion es necesario cuantificar la
concentracion de creatinina en orina y en plasma. Se calculé la depuracion de
creatinina usando la siguiente formula: depuracion de creatinina =
(UCREA*VU)/(PCREA*1440). Donde UCREA es la concentracion de creatinina en
orina, expresada en mg/dL; UV es el volumen urinario en 24 h, expresado en mL,
y 1440 son los minutos que hay en 24 h. La depuracion de creatinina se expreso

en mL/min.
- Evaluacioén de la funcién tubular

o Actividad de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) en la orina

La NAG es una enzima involucrada en el metabolismo de las glicoproteinas,
tiene un peso molecular de 150-160 kDa y esta presente en dos isoformas: Ay B.
Estas estan presentes en 6rganos donde hay una alta velocidad de recambio. La
excrecion urinaria de enzimas lisosomales como la NAG, es empleada como un
indicador del dafio en el tubulo proximal (Lockwood y Bosmann, 1979). La
actividad de la enzima NAG se determiné a través de un ensayo basado en la

conversion del p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido en p-nitrofenol, que a pH
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acido se encuentra protonado y es incoloro. Al alcalinizar el medio, el p-nitrofenol
pasa de su forma protonada a su forma anidnica la cual absorbe a 405 nm.

Para este ensayo se utilizaron 50 uL de orina sin diluir, se agregaron 375 pL
de un amortiguador de citratos 50 mM, pH 4.4 y posteriormente se le agregaron
125 uL del sustrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido 30 mM (Jung et al.,
1991). Para evaluar la absorcion basal de cada muestra de orina, se prepard un
blanco sin sustrato y para evaluar la conversion espontanea del sustrato se
prepar6 un blanco sin muestra de orina. Todos los tubos se agitaron y se
incubaron a 37°C durante 15 min. La reaccion se detuvo con 1.1 mL de Na,COs3
0.2 M, pH 10.4 y las muestras se leyeron a 405 nm. Las absorbencias de la forma
anionica del p-nitrofenol se interpolaron a la curva de calibracién de p-nitrofenol en
un intervalo de 5 a 175 nmol. Los resultados se expresaron como unidades (U) de
NAG/24 h en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera un

umol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones del ensayo.

o Proteinuria

La proteinuria se determin6 midiendo la turbidez generada por la
precipitacion de las proteinas con acido tricloroacético (TCA) a 420 nm. Se incubd
1 mL de orina diluida con agua destilada 1:5 y 250 uL de TCA al 12.5% por 10 min
a temperatura ambiente. Para cada muestra se preparé un blanco sin TCA. Se
calibré a cero el espectrofotometro utilizando 1 mL de H,O y 250 uL de TCA al
12.5%. Para determinar la concentracion se interpolaron las densidades 6pticas en
una curva patron de BSA al 0.1% con una concentraciéon de entre 0.04 y
0.8 mg/mL. Los resultados se multiplicaron por el volumen urinario de 24 h y se
expresaron en mg de proteina/24 h (Esquema 14).

Cl
Proteinas en orina | Proteinas
(solubles) + CIl —C — COOH —» desnaturalizadas
| (precipitado)
Cl

Esquema 14. Reaccibn entre proteinas excretadas en la orina y el acido tricloroacético para formar
un precipitado que absorbe a 420 nm.
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- Marcadores de produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

. Excrecion urinaria de H,O»

Esta medicién se llevo a cabé mediante el ensayo de Hierro®*-naranja de
xilenol (Fe**-Orange Xilenol; FOX): el cual se usa para medir los niveles de H,O,
presentes en la orina o la muestra a tratar. En este ensayo, el H,O, presente en la
muestra oxida al i6n ferroso (Fe?*) a la forma férrica (Fe®*") la cual se une entonces
al naranja de xilenol y forma un complejo colorimétrico con absorbencia maxima a
560 nm (Long y Halliwell, 2001). El procedimiento consistié en mezclar en tubos
eppendorf de 1.5 mL, 10 uL de metanol grado HPLC, 90 uL de los estandares de
H,O, o la muestra y 900 uL de la solucién de FOX; se incub6 30 min a 20-22°C.
Se centrifugd a 15,000 g/10 min/ temperatura ambiente y se midio la absorbencia

a 560 nm vs. la curva estandar.

o Contenido de glutatién reducido (GSH)

El contenido de GSH se midié usando monoclorobimano. Este compuesto
por si solo no es fluorescente, pero forma un aducto estable fluorescente con el
GSH por medio de la reaccion catalizada por la enzima GST. Los bimanos, son
una familia de compuestos heterociclicos que forman aductos fluorescentes con
los grupos tioles (Fernandez-Checa y Kaplowitz, 1990). La sefial de fluorescencia
registrada en el tiempo es directamente proporcional a la cantidad de GSH en el
medio. En este estudio, la fluorescencia se midié usando longitudes de onda de
excitacion (Aex) y emisiéon (Aem) a 385 nm y 478 nm, respectivamente, utilizando
un lector para microplacas Synergy HT multi-mode (Biotek Instruments Inc.,
Winooski, VT, USA). El procedimiento consistié6 en mezclar 33.3 pL de la muestra
o el estandar de GSH, 33.3 uL de monoclorobimano 1 mM, 33.3 uL de GST
(1 U/mL) y 233 uL de solucién salina o solucion Krebs-Henseleit, pH 7.4. Se ley6
la reaccién en el fluorometro durante 30 min (lecturas cada 15 min) a 37°C vs. la

curva estandar de GSH.
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6.4 Estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos

o Cortes histolégicos

Un corte transversal del rifién se fij6 en una solucion de formalina al 10% y
amortiguador de fosfatos salino neutro (PBS) hasta su uso. El tejido se hidratd con
tres lavados de etanol absoluto de 1 h cada uno. Posteriormente, se trataron con
tres lavados de xilol y luego con tres lavados de parafina fundida a 60°C. Las
muestras se colocaron por separado en moldes para su inclusion en parafina. Una
vez que la parafina se enfria, el bloque se desmontd del molde y se llevaron a
cabo cortes de 3-4 um con un microtomo de rotacion Leica RM 2145. Los cortes
se colocaron en portaobjetos silanizados y se incubaron por 24 h a 60°C. Al
finalizar el tiempo de incubacion, las muestras estaban listas para realizar los

estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos necesarios.

o Tincién de hematoxilinay eosina (H&E)

Esta tincion se realiza para observar las estructuras del tejido, donde la
hematoxilina tiie de morado los ndcleos (estructuras acidas) y la eosina tifie de
rosa el citoplasma y las membranas (estructuras basicas). Los cortes histoldgicos
se desparafinaron con tres lavados de 5 min de xilol y se rehidrataron con tres
lavados de 5 min de alcohol a concentraciones decrecientes hasta llegar a agua.
Los tejidos se tifileron con hematoxilina durante 5 min, se enjuagaron seguidos por
un lavado con una solucién de HCI 1% en etanol al 70%. Se vir6 la hematoxilina
con LiCOgz al 0.1% vy los tejidos se tifieron con eosina durante 15 seg y se lavaron
con lavados breves de etanol absoluto. Finalmente, los cortes tefiidos se
deshidrataron en soluciones de etanol y xilol; se montaron para su observacion

con una resina soluble en xilol y un cubreobjetos.

o Tinciéon de PAS (Periodic Acid-Schiff)
En la tincion de PAS se tratan las muestras con &cido peryédico, que oxida
los 1,2-glicoles formandose grupos aldehido. Con el reactivo de Schiff, los

aldehidos reaccionan dando un color rojo luminoso. Con polisacaridos no
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substituidos, mucopolisacaridos neutros, mucoproteinas y glucoproteinas,
glucolipidos y fosfolipidos, la tincion PAS da una reaccion de color especifica. Los
cortes histolégicos se desparafinaron con tres lavados de 5 min de xilol y se
rehidrataron con tres lavados de 5 min de alcohol a concentraciones decrecientes
hasta llegar a agua. Los tejidos se incubaron con el acido peryddico durante 5 min
y se lavaron con agua, seguidos de una incubacion durante 15 min con el reactivo
de Schiff y otro lavado con agua. Los tejidos se tifieron con hematoxilina durante
5 min, se lavaron con agua. Finalmente, los cortes tefiidos se deshidrataron en
soluciones de etanol y xilol; se montaron para su observacion con una resina

soluble en xilol y un cubreobjetos.

o Inmunohistoquimica para 3-nitrotirosina (3-NT) y 4-hidroxi-2-nonenal

(4-HNE)

La nitrotirosina se utiliza como marcador de estrés oxidante ya que es una
modificacion de los residuos de tirosina de proteinas, debido al ONOO™ que se
forma a partir del O,*” y el NO®* (MacMillan-Crow y Thompson, 1999). El 4-HNE
renal se utiliza como marcador de estrés en lipidos. Cuando ocurre la peroxidacion
de los &cidos grasos poli-insaturados, los hidroperoxidos de acidos grasos se
convierten en aldehidos estables, siendo los productos prevalentes detectados:
4-HNE y malondialdehido (Gérard-Monnier et al., 1998). Los cortes histolégicos se
desparafinaron, se hidrataron y se incubaron en una solucion de H,O; al 4.5% en
metanol durante 1.5 h para inhibir la peroxidasa enddgena, seguido se bloquearon
los tejidos con BSA al 3% por 30 min. Los tejidos se incubaron con el anticuerpo
monoclonal para ratdn anti-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el anticuerpo
monoclonal anti-3-nitrotirosina (3-NT) en BSA al 1% durante toda la noche. Los
tejidos se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo
secundario SP-conjugado de burro para biotina AffiniPure igG anti-raton y se
lavaron con PBS. Se revelé con 3,3-diaminobencidina y se contrasté con
hematoxilina. Finalmente, los cortes tefiidos se deshidrataron en soluciones de

etanol y xilol; se montaron para su observacion con una resina soluble en xilol y un
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cubreobjetos. La reaccion positiva se hizo evidente por una tincién café en las

muestras.

o Andlisis histologico

Los cortes tefiidos se analizaron con un microscopio de luz Leica con un
lente de 20x y la cuantificacion del dafo histoldgico se determind usando un
analizador de imagenes de Leica Qwin (Cambridge, Inglaterra). Se realiz6 el perfil
histol6gico de 50 tubulos proximales por rata, seleccionados al azar. Para ello, se
cuantificaron los tubulos dafiados, células dafiadas por tubulo, el &rea dafiada por
célula y el area celular total (um?). El dafio se identificé por la presencia de signos

de necrosis y apoptosis como la inflamacion, vacuolas y detritus.

6.5 Contenido de proteinas carboniladas y 4-hidroxi-2-nonenal

o Contenido de proteinas carboniladas

Este método da evidencia de la actividad de las ERO y se basa en la
reactividad de los grupos carbonilo con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para
formar un complejo proteina-hidrazona que absorbe a 370 nm. El contenido de
carbonilos de las proteinas se determiné utilizando el coeficiente de extinciéon
molar del DNPH (2 x 10* M cm™) y la concentracién de proteinas determinadas a
280 nm en los tubos blanco. Los resultados se expresan como nmoles de

carbonilos/mg de proteina (Pedraza-Chaverri et al., 2008).

o Contenido de 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)

El 4-HNE se midié de acuerdo a un método descrito previamente (Gérard-
Monnier et al., 1998). La mezcla de reaccion se incub6 a 45°C por 30 min y la
reaccion se midiéo a 586 nm. El coeficiente de extincion molar aparente de 110 x
10°M™ cm™ se obtuvo con los dietilacetales del 4-HNE.
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6.6 Enzimas antioxidantes

o Actividad de la catalasa (CAT)

Para determinar la actividad de la CAT se us6 el método de Aebi (1984). En
una celda de cuarzo se agregaron 25 uL de la muestra diluida 1:30 en
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7. Se mezclé con 725 uL de H,O, 7.7 mM en
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7 y se midié el cambio de absorbencia a
240 nm cada 15 seg durante 30 seg, que es el periodo en que la reduccién del
H,O, sigue una cinética de primer orden. Se usé la constante de reaccion de
primer orden (k) como unidad de actividad de la CAT, la cual se define de acuerdo
con la siguiente formula: k = (1/t) (2.3 x log A1/[A2]), donde t = intervalo de tiempo

medido, Al y A2 son las absorbencias de H,O, en los tiempos t; y t,.

o Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

Para determinar la actividad de la GPx se us6 el método de Lawrence y
Burk (1976). La muestra se diluyé 1:10 con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.
Se mezclaron 100 pL de esta diluciéon con 800 uL de la siguiente solucion: fosfato
de potasio 50 mM pH 7, EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GR
1 U/mL y GSH 1 mM. EIl blanco se prepard con la mezcla de reaccidon mas agua
en lugar de la muestra. Se preparé una muestra con la mezcla de reaccion y se
incub6é durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 100 uL de H,O,
0.25 mM a la muestra e inmediatamente después se ley6 la absorbencia a 340 nm
cada minuto durante 3 min. Los datos se expresaron como U/mg de proteina. Una

unidad se define como los umoles de NADPH oxidado en un minuto.

o Actividad de la glutation S-transferasa (GST)

La actividad de la GST se midi6 usando el método de Habig y
colaboradores (1974). La mezcla de reaccion consistio de 1.475 mL de
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.5, 200 uL de GSH 1 mM, 25 uL de CDNB
1 mMy 300 uL de la muestra. Los cambios de absorbencia se midieron a 340 nm

y la actividad enzimatica se calcul6 como los nmoles formados de CDNB
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conjugado/min/mg de proteina usando el coeficiente de extincibn molar de 9.6 x
10 Mt em™.

6.7 Cultivo celular y localizacion inmunocitoquimica de Nrf2

o Cultivo celular

Las células LLC-PK1 se cultivaron en medio Eagle de Dulbecco modificado
(DMEM) suplementado con SFB al 10% y antibidtico estreptomicina/penicilina al
1% y se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera de O, al 95% y CO, al 5% en cajas
de Petri de 100 mm en una incubadora RMI30005-9-ABA (Revco Termo Electron
Corporation). Este procedimiento se realizdO en un ambiente estéril dentro de un
gabinete de seguridad bioldgica Clase Il Tipo A2 modelo NU425-400 (Nuaire). Las
células se subcultivaron tres veces por semana al alcanzar del 90 al 100% de
confluencia, para lo cual se retir6 el medio de cultivo, se lavaron con PBS y se
adicion6 1 mL de tripsina recombinante Tryple Express, seguido por una
incubacion durante 10 min a 37°C en la incubadora. Las células tripsinizadas se
colocaron en un tubo estéril de 15 mL y se centrifugaron a 130 x g por 3 min en
una centrifuga Heraeus modelo Megafuge. Se desechd el sobrenadante y se
adicion6 1 mL de DMEM suplementado. Las células se contaron usando una

camara de Neubauer para experimentos posteriores.

o Localizacién inmunocitoquimica de Nrf2

La inmunocitoquimica es una técnica que permite localizar proteinas
presentes en células o tejidos, con base en una reaccidon antigeno-anticuerpo,
donde la proteina o fragmento de la proteina que se pretende detectar es el
antigeno, mientras que el anticuerpo especifico para este anticuerpo, esta
conjugado con moléculas fluorescentes que hacen posible su deteccidn posterior:
peroxidasa de rabano o particulas de oro.

Para realizar el ensayo de traslocacion nuclear de Nrf2 fue necesario
esterilizar en autoclave cubreobjetos redondos de 18 mm de diametro y 0.13 a

0.16 mm de grosor, colocarlos en los pozos de una placa de 12 pozos, tratarlos
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con poli-L-lisina al 0.025% por 12 h y lavarlos con PBS. Las células se sembraron
en los pozos y se crecieron durante 24 h. Pasado el tiempo, se agrego el SFN (10
y 25 uM) por 3 h, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido
al 4% por 10 min a temperatura ambiente. Luego se permeabilizaron con Tritdn X-
100 al 1% por 20 min, se bloquearon con BSA al 1%, Triton X-100 al 1% y glicina
0.3 M, y se incubaron con anti-Nrf2 en BSA al 1%-Triton X-100 al 1% por 2.5 h a
temperatura ambiente. Los cubreobjetos se incubaron toda la noche a 4°C en una
camara humeda con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a FITC. Al dia
siguiente, los cubreobjetos se lavaron con PBS y el nucleo celular se tifié con una
solucién de Hoechst 33258 0.2 ug/mL por 1 min. Se llevo a cabo un nuevo lavado
con PBS por 5 min y se realizé el montaje de los cubreobjetos en los portaobjetos
con 5 puL del medio acuoso Fluoromount. Finalmente, se sell6 el borde de los
cubreobjetos con barniz transparente para evitar el secado y movimiento de los
cubreobjetos. La fluorescencia se observd en un microscopio de fluorescencia
invertida (Nikon Eclipse TS-100F) utilizando un filtro UV-2A para detectar la sefal
de Hoechst 33258 (longitud de onda de excitacion de 330 a 380 nm). Las

imagenes se obtuvieron con una camara Nikon Digital Sight DS-Fi 1.

6.8 Aislamiento de mitocondrias renales

El aislamiento de las mitocondrias se realizd por medio de centrifugaciones
diferenciales como se indica a continuacion. El riidn se extrajo rapidamente de las
ratas y se deposité en una solucion fria que contenia sacarosa 250 mM, Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.3. El riidn se lavod, se le retird el tejido conjuntivo y
graso, y de nuevo se coloc6 en una nueva solucion fria; antes de homogenizarlo
en 50 mL de la solucién de aislamiento utilizando un homogenizador tipo Potter, el
rifion se cortd en pequefios trozos. EI homogenizado se centrifugd a 750 x g por
10 min a 4°C para sedimentar el tejido conjuntivo, los restos celulares y el nucleo.
El sobrenadante se centrifugd de nuevo a 12,000 x g por 10 min a 4°C para
sedimentar las mitocondrias. Se decantd el sobrenadante y las mitocondrias se
resuspendieron en 20 mL en la misma solucion de aislamiento adicionada con

BSA 0.1% y se incubaron durante 15 min. Posteriormente, la solucion con las
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mitocondrias se centrifugd a 12,000 x g por 10 min y finalmente el boton se
resuspendio con 1 mL de la solucion de aislamiento sin BSA. Todo el proceso se
realiz6 a 4°C (Martinez-Abundis et al., 2010).

6.9 Actividad de la aconitasa

La aconitasa (citrato-isocitrato hidratasa), es una enzima del ciclo del &cido
citrico que contiene un centro hierro-azufre y se localiza tanto en mitocondria
como en el citosol (Gruer et al.,, 1997; Beinert y Kennedy, 1993). Esta enzima
cataliza la conversion reversible del citrato a isocitrato, via el intermediario cis-
aconitato. La aconitasa es un blanco durante el estrés oxidante celular, debido a
que esta enzima pierde un atomo de hierro del racimo (4Fe-4S) inducido por
oxidacion (Gardner, 1997). La inhibicién en la actividad de la aconitasa se usa
para determinar la produccién de O,*", ya que esta inactivacién se lleva a cabo en
una reaccion de varias 0rdenes de magnitud mas rapida que con otras especies
reactivas, como por ejemplo H,O, (Muller et al., 2004).

La actividad de la aconitasa se evalué espectrofotométricamente como la
formacion del producto intermediario, cis-aconitato a partir del citrato (sustrato) en
la interconversion de L-citrato e isocitrato a 240 nm, utilizando el coeficiente de
extinciéon molar de 3.6 mM™* cm™ (Martinez-Abundis et al., 2010). El medio de
reaccion contiene KH,PO,4 25 mM, Triton X-100 al 0.05%, MnCl, 0.6 mM, citrato de
sodio 1 mM y NADP* 0.2 mM, pH 7.2. El ensayo se inici6 al agregar las

mitocondrias a una concentracion de proteina de 150 pg/mL.

6.10 Consumo de oxigeno mitocondrial

La sintesis de adenosina trifosfato (ATP) por la ATP-sintasa y la produccion
de agua como producto final de la reduccién de oxigeno (consumo de oxigeno),
son dos mecanismos acoplados que ocurren simultaneamente en las mitocondrias
normales. Cuando la mitocondria estad dafiada, no ocurre este acoplamiento,
dando como resultado el consumo de oxigeno sin la sintesis de ATP, fendmeno
denominado como respiracion desacoplada (Nicholls, 1987). El control respiratorio

(CR) es una variable que permite comprobar la integridad mitocondrial. EI CR se
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define como el valor obtenido al dividir la velocidad de respiracion dependiente de
la sintesis de ATP (respiracion en presencia de adenosina difosfato (ADP) y
sustrato: Estado 3), entre la velocidad méaxima independiente de la sintesis de
ATP (Estado 4). A continuacién se presenta la férmula:

CR = Respiracién del estado 3/Respiracion del estado 4

El consumo de oxigeno mitocondrial se midié utilizando un electrodo para oxigeno
tipo Clark (Yellow Springs Instruments, Yellow Spring, OH, USA), el cual determina
directamente la velocidad de transferencia de electrones al oxigeno. El ensayo se
llevd a cabo en la camara de reaccion con agitacion magnética a temperatura
ambiente en 1.5 mL de un medio que contenia KCI 125 mM, HEPES 10 mM y Pi
3 mM, pH 7.3. El estado 4 se evalud en presencia de succinato de sodio 10 mM,
1 pg/mL rotenona, o con glutamato de sodio 10 mM y malato de sodio 10 mM. El
estado 3 se estimul6 al agregar ADP 200 pM. La respiracion desacoplada se midié
al agregar carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP) 1 uM. Todos los ensayos

se realizaron con 1 mg de proteinas mitocondriales (Correa et al., 2008a).

6.11 Contenido de ATP mitocondrial

Se homogenizaron 10 mg de proteina motocondrial con HCIO, al 25%/
EDTA 1 mM. Se incubaron durante 1 h a 4°C y se centrifugaron a 2,300 x g por
10 min. El sobrenadante resultante se neutraliz6 con KOH 3 M /Tris y de nuevo se
centrifugd a 2,300 x g por 10 min. ElI contenido de ATP se midi6
fluorométricamente en el sobrenadante a una longitud de onda de Aex 345 nmy
rem 460 nm, usando un ensayo acoplado dependiente de glucosa 6-fosfatasa
50 U/mL, hexocinasa 50 U/mL, D-glucosa y NADP"* en un medio con Tris 50 mM,
EDTA 5 mMy MgCl, 10 mM, pH 7.4 a 25°C (Correa et al., 2008b).

6.12 Poro de transicién mitocondrial inducido por calcio

El incremento en la permeabilidad mitocondrial se evalué midiendo la
cantidad de Ca®" liberado de la matriz mitocondrial al medio, utilizando un
espectrofotometro de doble haz (SLM-AMINCO) a una longitud de onda de 675-
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685 nm en presencia del colorante metalocrémico Arsenazo Ill en el mismo medio
con CaCl, 100 uM (Kendrick, 1976).

6.13 Liberacion de citocromo ¢ mitocondrial

El contenido de citocromo ¢ en la mitocondria se evalu6 mediante western
blot. Luego de 10 min de incubacion en el medio utilizado para medir la
permeabilidad mitocondrial, 1 mL de la suspension de mitocondrias se centrifug6 a
8,160 x g por 10 min. Las proteinas contenidas en el sobrenadante se precipitaron
con una solucion de TCA al 4% (concentracion final), mientras que el botén
mitocondrial obtenido de la centrifugacién anterior se resuspendiéo en el mismo
volumen con amortiguador de carga. Se cargaron 50 pg de proteina mitocondrial y
el mismo volumen de las muestras obtenidas de los sobrenadantes en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y se
transfirieron en membranas PDVF. Se utilizd un anticuerpo primario monoclonal
para citocromo c¢ durante toda la noche, seguido por un anticuerpo secundario
conjugado a fosfatasa alcalina durante 2 horas y para finalizar se utilizé un sistema
de deteccién quimioluminiscente para obtener la sefial. Para corroborar que las
muestras se cargaron en la misma proporcion, las membranas se limpiaron con un
amortiguador Tris 62.5 mM/HCI, B-mercaptoetanol 100 mM, SDS al 2%, pH 6.7 por
20 min a 50°C. Luego las membranas se incubaron con el anticuerpo anti-canal

aniénico dependiente de voltaje (VDAC) (Correa et al., 2007).

6.14 Andlisis proteico por western blot

Las proteinas se extrajeron de los homogenados de rifidn usando el
amortiguador de lisis RIPA que contiene un cocktail de inhibidores de proteasa tipo
[Il'y un cocktail de inhibidores de fosfatasas tipo | (Calbiochem, EMD Biosciences,
San Diego, CA). Las proteinas renales se mezclaron con el amortiguador Laemmli
(Laemmli, 1970) y se hirvieron durante 7 min. Se cargaron cantidades iguales de
proteina (40 nug) a geles desnaturalizantes Criterion Bis-Tris y se transfirieron en
membranas de nitrocelulosa Hybond-C Extra (GE Healthcare Bio-Sciences Corp.,

Piscataway, NJ) utilizando una cdmara semihimeda de transferencia (Bio-Rad,
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Hercules, CA). Las membranas se bloquearon por 2 h en leche en polvo
descremada al 5% en PBS. Los anticuerpos primarios se diluyeron en un
amortiguador PBS, Tween 20 al 0.1% y BSA al 5% en las concentraciones
recomendadas por los fabricantes, y se dejaron incubar toda la noche a 4°C. Las
membranas se lavaron tres veces con el amortiguador PBS, Tween 20 al 0.1% sin
BSA y se incubaron durante 2 h con el anticuerpo secundario conjugado HRP
(Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL), seguido por tres lavados con el
amortiguador PBS, Tween 20 al 0.1%. Los anticuerpos unidos a la membrana se
observaron utilizando un sistema de deteccidon por un sustrato quimioluminiscente
(Supersignal West Pico chemiluminescent substrate, Pierce Biotechnology, Inc.
Rockford, IL) y se revelaron usando placas Kodak Biomax film (PerkinElmer,
Wellesley, MA).

6.15 Deteccion de apoptosis por TUNEL, fragmentacion del ADN y actividad

de caspasas 3/7

o Deteccion de apoptosis por TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated uridine triphosphate (dUTP) nick-end labeling)
Los cortes histoldgicos se desparafinaron y se realiz6 la deteccion de
apoptosis in situ en los tejidos renales siguiendo las instrucciones del fabricante
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), y el nimero de células apoptoticas
definidos por la condensacion de cromatina de la fragmentacion nuclear (cuerpos
apoptaticos) fueron contadas. Después del marcaje con TUNEL, los ndcleos se
tineron con Hoechst 33258 y las células renales positivas para TUNEL se
observaron usando un microscopio de fluorescencia Olympus IX81 con un objetivo
a 20x y una resolucion de 2048 x 2048. El analisis morfométrico se realiz6 por dos
investigadores independientes y el numero promedio de células apoptoéticas en
cada grupo experimental se calculé por el promedio de células apoptoticas

positivas para TUNEL en 10 campos visuales de cada muestra renal.
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o Fragmentacion del ADN

El ensayo de fragmentacion del ADN se baso en el principio de deteccion
de las cantidades de mono- y oligonucleosomas presentes en las fracciones
citoplasmaticas de los extractos tisulares renales, mediante un kit comercial

siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics) (Pan et al., 2009).

o Actividad de caspasas-3/7

La actividad de las caspasas-3/7 en homogenados de tejido renal se midio
usando el estuche comercial Apo-One Homogenous Caspase-3/7 assay Kkit
(Promega Corp., Madison, WI, USA). Una alicuota del reactivo para caspasas se
agrego a cada muestra en platos de 96 pozos y se agité en un agitador de platos
por 1 h a temperatura ambiente protegidos de la luz. La fluorescencia se midi6 y

se graficé vs. la curva estandar.

6.16 Tincién para mieloperoxidasa (MPO) e Inmunodeteccion de la molécula
de adhesién intracelular-1 (ICAM-1)

Los tejidos fijados en formaldehido y embebidos en parafina se
desparafinaron y se hidratados en concentraciones decrecientes de etanol,
seguidos por un calentamiento en microondas. A continuacion, las secciones se
incubaron en H,O; al 0.3% en PBS para bloguear la actividad de la peroxidasa
endégena. Las secciones se incubaron con anticuerpos anti-MPO (Biocare
Médica, Concord, CA), y anti-ICAM-1 (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN)
durante toda noche a 4°C en una camara humeda. Luego de cinco lavados con
PBS, se agregaron los anticuerpos secundarios biotinilados y se incubaron por
2 h. Se agregd el reactivo ABC segun las instrucciones del kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). El color se desarrollé por incubacién con un kit de
DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 3-5 min, y la tincion especifica se
visualiz6 por microscopia de luz como se describi6 anteriormente (Batkai et al.,
2007; Moon et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2010; Pan et al., 2009). Después
de la tincion para MPO y la inmunotincion para ICAM-1, los nucleos se

contrastaron con Nuclear Fast Red H-3403 (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
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6.17 Cuantificacién de proteinas

La deteccién de proteinas se realizé por el método colorimétrico de Lowry
(1951). La técnica consta de dos fases, donde la primera se da con la formacion
del complejo proteina-cobre en solucién alcalina y en la segunda fase el complejo
se reduce con un reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico (reactivo de Folin y
Ciocalteu) produciendo un intenso color azul que absorbe a 660 nm. La lectura
obtenida es directamente proporcional a la concentracién de proteinas presentes

en la muestra. Los resultados se expresaron en mg/mL.

6.18 Analisis estadistico

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

7.1 El sulforafano protege contra la nefrotoxicidad inducida por

cisplatino

7.1.1 Efecto del sulforafano en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino

La funcion renal se evalu6 en los cuatro grupos experimentales de ratas. En
el grupo de ratas tratadas con CIS, la nefrotoxicidad fue evidente por el incremento
de 2.43- y 5.25 veces en los niveles de creatinina y BUN en plasma,
respectivamente, y la depuracion de creatinina disminuy6 un 76% en comparacion
con el grupo CT. Este aumento se previno significativamente por el tratamiento
con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 1). Se observd ademas, que el CIS indujo la
disminucién en la actividad de la enzima GPx plasmatica hasta un 16% con
respecto al valor del grupo CT y que el tratamiento con SFN previno la disminucién
en el grupo SFN+CIS (Fig. 1).
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Figura 1. Marcadores de nefrotoxicidad en los grupos de ratas estudiadas. (A) Creatinina en
plasma, (B) Depuracion de creatinina, (C) BUN y (D) Actividad de GPx en plasma. Prom+EEM.
n=8-11. *p<0.001 vs. CT y SFN. **p<0.001 vs. CT; #p<0.001 vs. CIS.
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Ademas, el tratamiento con SFN fue capaz de prevenir el aumento en la
excrecion urinaria de proteinas (proteinuria) y la actividad de NAG inducidos por
CIS de 3.3- y 5.1 veces, respectivamente (Fig. 2). Todos los parametros arriba

mencionados no se alteraron en el grupo de SFN respecto al grupo CT.
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Figura 2. Excrecion urinaria de (A) proteinas totales y (B) NAG en los grupos de ratas estudiadas.
Prom+EEM. n=8-12. *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.001 vs. CIS.

7.1.2 Estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos

La evaluacion histolégica se realizé usando las tinciones de H&E y PAS con
el fin de demostrar dafio estructural, muerte celular y polisacéridos dentro de los
tubulos (Fig. 3). Los estudios con microscopia de luz revelaron que los rifiones
aislados después de 72 h del tratamiento con CIS presentaron dafio epitelial
tubular, la mayoria de los tubulos corticales presentaron apoptosis (asteriscos),
necrosis (signo de mas, +) y vacuolizacién en las células epiteliales, asi como
detritus tubulares (flechas) observados claramente con la tincion de PAS (Fig. 3).
En contraste, los rifiones aislados del grupo SFN+CIS presentaron una morfologia
casi normal en las células epiteliales tubulares. El dafio renal se atenud
significativamente con SFN en el grupo SFN+CIS (area afectada: 21.2+2% vs.
11.2+0.8%, p<0.001). Los cortes histoldgicos de los grupos CT y SNF presentaron

una arquitectura celular normal (Fig. 3).
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CIS CIS

Figura 3. Analisis histopatoldgico e inmunohistoquimico en los cuatro grupos de ratas estudiadas.
Los asteriscos (*) indican apoptosis observado claramente en los ntcleos celulares de las células
tubulares y los signos de mas (+) indican necrosis, observados como areas eosinofilicas con
vacuolas y destruccion de la morfologia citoplasmatica de las células tubulares; las flechas (—)
indican numerosos detritus en la luz tubular. Las ratas se estudiaron 72 h después del tratamiento
con CIS (7.5 mg/Kg).

7.1.3 Marcadores de estrés oxidante/nitrante

Se realizaron ensayos inmunohistoquimicos para 3-NT y 4-HNE como
marcadores de estrés nitrante y oxidante, respectivamente, en cortes histolégicos
de rifidn de los cuatro grupos de ratas estudiadas. En las figuras 3 y 4 se observa
una inmunotincion débil para 3-NT y 4-HNE en las secciones renales del grupo CT
y SFN; en contraste, una fuerte tincion para 3-NT y 4-HNE se observa en las ratas
tratadas con CIS. El SFN atenu0 significativamente el estrés nitrante y oxidante en
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el rifdn, ya que se observo una leve inmunoreactividad para 3-NT y 4-HNE en el
grupo SFN+CIS (Figs. 3y 4).
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Figura 4. Analisis cuantitativo de los estudios inmunohistoquimicos (%) en los cuatro grupos de
ratas estudiadas. Las ratas fueron estudiadas 72 h después del tratamiento con CIS (7.5 mg/Kg).

(A) 4-HNE y (B) 3-NT. Prom+EEM. n=4. *p<0.001 vs. CT y SFN; **p<0.01 vs. CT y SFN; #p<0.001
vs. CIS.

Por otra parte, los niveles renales de 4-HNE, el contenido de proteinas
carboniladas y la excrecion urinaria de H,O, se incrementé 1.6-, 1.5- y 5.2 veces,
respectivamente, y los niveles de GSH disminuyeron a un 53% con respecto al
grupo CT, en el grupo de ratas tratadas con CIS (Fig. 5). Estos cambios se
previnieron significativamente por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS
(Fig. 5)

7.1.4 Enzimas antioxidantes

La actividad de las enzimas renales CAT, GPx y GST disminuy6 35, 46 y
21%, respectivamente, en el grupo de ratas tratadas con CIS (Fig. 6). Estos
cambios se previnieron completamente con el tratamiento de SFN en el grupo
SFN+CIS (Fig. 6).
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Figura 6. Enzimas antioxidantes renales en
los grupos de ratas estudiadas. Actividad
de (A) CAT, (B) GPx y (C) GST.
Prom+EEM. n= 8-12. *p<0.001 vs. CT y
SFN; #p<0.001 vs. CIS.
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7.1.5 Efecto del sulforafano en la traslocacién nuclear de Nrf2
La incubacion de las células LLC-PK1 con dos concentraciones de SFN, di6
como resultado la traslocacion de Nrf2 al nacleo (Fig. 7).

CT SFN 10 uM SFEN 25 uM

Campo
claro

Hoechst
33258

I\Irfz- . .

Figura 7. El SFN induce la traslocacion de Nrf2 en las células LLC-PK1. Las células LLC-PK1 se

incubaron con SFN (10 y 25 uM) por 3 h. La traslocaciéon nuclear de Nrf2 por SFN se determiné

con tincién inmunofluorescente y contrastada con Hoechst 33258.



7.2 Efecto protector del sulforafano contra las alteraciones

mitocondriales inducidas por cisplatino

7.2.1 El sulforafano previene la deplecidn de glutation mitocondrial

El tratamiento con CIS caus6 un deterioro en el estado antioxidante de las
mitocondrias renales, lo cual se observo por la disminucién significativa del
contenido de GSH mitocondrial (10.23+0.36 nmol/mg proteina) en comparacion
con el contenido en las mitocondrias del grupo CT (17.80+0.88 nmol/mg proteina).
La nefroproteccion conferida por el SFN contra la toxicidad inducida por el CIS en
el grupo SFN+CIS, se asocié a los niveles elevados mantenidos de GSH
(17.50+1.57 nmol/mg proteina), similares a los obtenidos de los grupos CT y SFN
sin tratamiento con CIS (20.22+3.41 nmol/mg proteina) (Fig. 8).
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Figura 8. Concentracion de GSH en mitocondrias aisladas de los cuatro grupos de ratas
estudiadas. Prom+EEM. n=5. *p<0.05 vs. CT; #p<0.05 vs. CIS.

7.2.2 El sulforafano previene la disminucion en la actividad de la aconitasa

La actividad enzimatica de la aconitasa mitocondrial disminuy6 un 67% en
el grupo tratado con CIS, en comparacion con los valores del grupo CT (100% de
actividad). Estos cambios se previnieron significativamente por el tratamiento con
SFN en el grupo SFN+CIS. No se observaron diferencias significativas entre el
grupo CT y SFN (Fig. 9).
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Figura 9. Actividad de la aconitasa en mitocondrias aisladas de los cuatro grupos de ratas
estudiadas. Prom+EEM. n= 5. *p<0.001 vs. CT; #p<0.001 vs. CIS.

7.2.3 Efecto del sulforafano en la respiracion mitocondrial

Para evaluar el efecto del SFN sobre la disfuncion mitocondrial inducida por
CIS se midio el estado 4 de la respiracion (en ausencia de ADP), el estado 3 de la
respiracion (en presencia de ADP) y la respiraciéon desacoplada, usando succinato
o malato/glutamato como sustratos. EI CR, fue calculado utilizando ambos
sustratos para evaluar el desacoplamiento entre la respiracion mitocondrial y la
fosforilacion oxidante. La respiracion mitocondrial en estado 3 y estado 4 usando
malato/glutamate como sustratos fue significativamente diferente en el grupo
tratado con CIS en comparacion con el grupo CT (Fig. 10). El estado 3 disminuyo
(25.13+3.82 ngAO/min/mg) y el estado 4 aumentd (17.594+0.38 ngAO/min/mg) en
el grupo CIS. Estos cambios se previnieron significativamente con el tratamiento
de SFN en el grupo CIS+SFN (63.55+8.41 y 10.97+1.62 ngAO/min/mg,
respectivamente) (Fig. 10). La respiracion desacoplada se determind luego de
agregar CCCP 1 uM a las mitocondrias. EI CR y la respiracion desacoplada
disminuyeron a 1.47+0.21 y 39.48+7.78 ngAO/min/mg, respectivamente, en las
mitocondrias de las ratas tratadas con CIS en comparaciéon con las de los grupos

CT (4.62+0.54 y 73.50+1.83 ngAO/min/mg, respectivamente) (Fig. 10). Este efecto
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se previno por el tratamiento con SFN en los grupos SFN+CIS (4.85+0.41 y
80.22+5.16 ngAO/min/mg, respectivamente) (Fig. 10).

El estado 3 de la respiracién usando succinato como sustrato, disminuyé
significativamente en el grupo CIS (53.52+9.99 ngAO/min/mg) en comparacién con
el grupo CT (107.06+£13.20 ngAO/min/mg) (Fig. 11). Estos cambios se previnieron
significativamente por el tratamiento con SFN en el grupo CIS+SFN (119.81+7.10
ngAO/min/mg) (Fig. 5). No se observaron diferencias en el estado 4 de la
respiracion entre los diferentes grupos experimentales (Fig. 11). EI CR y la
respiracion desacoplada disminuyeron 2.10+0.20 y 43.37+6.21 ngAO/min/mg,
respectivamente, en las mitocondrias de las ratas tratadas con CIS en
comparacion con las ratas CT (4.31+0.24 y 120.36+13.74 ngAO/min/mg,
respectivamente) (Fig. 11) y el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS
(5.20+0.33 y 101.29+18.73 ngAO/min/mg, respectivamente) previno esta

disminucién en comparacion con el grupo CIS (Fig. 11).
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Figura 10. Consumo de oxigeno usando malato/glutamate como sustratos en las mitocondrias de
los cuatro grupos estudiados. Prom+EEM. n=5, excepto en el panel donde se presenta la
respiracion desacoplada en el cual la n=3. CR: indice del control respiratorio, ngAO/min/mg: ng
atomos de oxigeno/min/mg proteina. *p<0.05 vs. CT; #p<0.05 vs. CIS.
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Figura 11. Consumo de oxigeno usando succinato como sustrato en las mitocondrias de los cuatro
grupos estudiados. Prom+EEM. n=5, excepto en el panel donde se presenta la respiracién
desacoplada en el cual la n=3. CR: indice del control respiratorio, ngAO/min/mg: ng atomos de

oxigeno/min/mg proteina. *p<0.05 vs. CT; #p<0.05 vs. CIS.

7.2.4 El sulforafano previene la disminucion del ATP mitocondrial inducido
por cisplatino

El tratamiento con CIS disminuyd el contenido de ATP mitocondrial en el
grupo CIS (0.05+0.005 nmol/mg proteina), cuando se comparé con los grupos CT
(0.13+0.01 nmol/mg proteina) y SFN (0.18+0.02 nmol/mg proteina). Por el
contrario, en el grupo SFN+CIS los niveles de ATP mitocondrial aumentaron
significativamente (0.19+0.04 nmol/mg proteina), alcanzando valores similares a
los grupos CT y SFN (Fig. 12).

7.2.5 Efecto del sulforafano en laretencién de calcio mitocondrial
La induccién de la transicion de la permeabilidad en las mitocondrias
susceptibles a Ca®" es considerada una medida indirecta de la integridad

estructural mitocondrial. Como se muestra en la figura 13, el Ca®** se acumulé y se
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mantuvo en la matriz mitocondrial en los grupos CT, SFN y SFN+CIS, en contraste
con las mitocondrias aisladas del grupo CIS, las cuales fueron incapaces de
retener el Ca**, como una consecuencia de la apertura del poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial (MPTP). Esta condicion también se previno en su
totalidad por la ciclosporina A (CSA), es un inhibidor bien caracterizado del mPTP
(Fig. 13).
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Figura 12. Contenido de adenosina trifosfato (ATP) en las mitocondrias de los cuatro grupos
estudiados. PromzEEM. n=4, excepto en el grupo SFN+CIS donde la n=3. *p<0.05 vs. CT;
#p<0.001 vs. CIS.

7.2.6 El sulforafano previene la liberacion de citocromo c

Muchos informes indican que la apertura del mPTP es un mecanismo
importante para la activacion de la apoptosis por la via mitocondrial, ya que la
apertura de mPTP permite la liberacion de citocromo c (Doran y Halestrap, 2000).
Se piensa que la liberacién del citocromo c al citosol, es esencial para la activacién
de la caspasa-9 y la subsecuente activacion de la caspasa-3 (Li et al., 1997). Para
determinar si la apertura del mPTP susceptible a Ca** observada en las
mitocondrias de las ratas del grupo CIS (Fig. 13), esta relacionada con la
liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias y si el tratamiento con SFN puede
prevenir esta liberacidon; se sometié a las mitocondrias de cada grupo experimental
a una sobrecarga de calcio (100 uM). Se recuper6 el sobrenadante (citosol), asi

como el boton mitocondrial y se midié el contenido de citocromo ¢ por western
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blot. El contenido de citocromo ¢ en las mitocondrias del grupo CIS disminuyé en

comparacion con todos los demas grupos experimentales. Dicha disminucién esta

asociada a un mayor contenido de citocromo c en el citosol de este grupo

experimental en comparacion con los grupos CT, SFN y SFN+CIS (Fig. 14). Estos

resultados indican que el dafio que permite la pérdida de la integridad estructural

mitocondrial inducido por el CIS, es atenuado por el SFN.
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Figura 13. Transporte de Ca®* mitocondrial en los grupos de ratas estudiadas. La captacion y

liberacion de Ca** se determinaron por los cambios de absorbencia del Arsenazo Ill. CacCl,

(100uM) estuvo presente en el medio antes de agregar las mitocondrias. CSA 0.2 uM fue usado

como control. Los trazos son representativos de al menos tres experimentos diferentes.
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Figura 14. Contenido de citocromo c¢ (Cit ¢) en las mitocondrias después de una sobrecarga de
Ca2+ en los cuatro grupos de ratas estudiadas. Los anticuerpos para citocromo ¢ y el canal
anionico dependiente de voltaje (VDAC) fueron utilizados de la manera descrita en el inciso 6.13.
El contenido de VDAC se us6 como marcador de carga en las muestras mitocondriales. El panel
superior presenta una imagen de western blot representativa, mientras que el panel inferior
presenta el andlisis de la intensidad relativa expresada en pixeles del contenido de citocromo ¢ en
las mitocondrias y del citocromo c liberado de las mitocondrias tras la exposicion a Ca*".
Prom+EEM. n=3. *p<0.001 vs. CT; #p<0.01 vs. CIS.
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7.3 El sulforafano previene la muerte celular e inflamacion

inducidas por cisplatino

7.3.1 El sulforafano previene la muerte celular inducida por cisplatino

La muerte celular se evalu6 por los ensayos de fragmentaciéon del ADN,
TUNEL, caspasa-3 renal y la actividad de las caspasas-3/7 (Figs. 15y 16). Como
se presenta en la figura 15, el nimero de células apoptoéticas positivas para
TUNEL vy la fragmentacion del ADN se incrementd en los grupos de ratas tratadas
con CIS en ~54 células positivas-TUNEL/mm? y 1.9 veces, respectivamente
(Fig. 15 A, B, C). El tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS previno
significativamente el incremento en el nimero de células apoptoticas para TUNEL
y la fragmentacion del ADN. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos CT y SFN (Fig. 15 A, B, C).
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Figura 15. El tratamiento con SFN previene la muerte celular inducida por CIS. (A) Las células
apoptoticas se evaluaron con tincion fluorescente para TUNEL. Como se presenta en las imagenes
representativas (aumento original 200x), el CIS incrementd notablemente el nimero de células
positivas para TUNEL (en verde) en el rifion (panel central). En el panel superior se presenta la
tincién nuclear con Hoechst 33258 (en azul) y en el panel inferior la colocalizacién con TUNEL. (B)
Andlisis cuantitativo del estudio de TUNEL (nimero de células/campo) en los cuatro grupos de
ratas estudiadas. El nimero de células positivas para TUNEL se atenud con el tratamiento con
SFN en el grupo SFN+CIS en comparacion con el grupo CIS. (C) Estudio de fragmentacién del
ADN. El CIS incrementd ampliamente la fragmentacion del ADN; el tratamiento con SFN previno
este dafio al ADN. Prom+EEM. n=5. *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.001 vs. CIS (B); *p<0.05 vs. CT
y SFN; #p<0.05 vs. CIS (C).

También se midié la actividad de las caspasas-3/7 y se realizo la
cuantificacion de la cantidad de la caspasa-3 por western blot. Se observé que la
actividad de las caspasas-3/7 y la cantidad de caspasa-3 en homogenados de
rifidn aument6 3.45- y 2.51 veces, respectivamente, en el grupo tratado con CIS
en comparacion con el grupo CT (Fig. 16); estos aumentos se previnieron
significativamente por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 16). No

se observaron diferencias significativas entre los grupos CT y SFN.
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Figura 16. El tratamiento con SFN previene la muerte celular inducida por CIS al disminuir la
actividad de las caspasas-3/7 y el contenido de caspasa-3. El contenido y la actividad de la
caspasa-3 y caspasas-3/7 en los homogenados renales aumentaron ampliamente en el grupo
tratado con CIS. El tratamiento con SFN previno significativamente este incremento. Prom+EEM.
n=4 (B), n=5 (C). *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.001 vs. CIS (A y B).

7.3.2 El sulforafano previene el aumento de p38-a y la disminucién de p38-p
MAPK mediado por cisplatino

Como se presenta en la figura 17 A y B, el SFN redujo significativamente la
expresion de p38-a en el grupo SFN+CIS (1.97 veces vs. CT) en comparacion con
el grupo tratado con CIS (2.97 veces vs. CT). De forma interesante, el tratamiento
con SFN fue capaz de prevenir la disminucién en la expresién de p38-3 (0.85
veces vs. CT) en el grupo tratado con CIS (0.29 veces vs. CT) (Fig. 17 Ay C). No
se observaron diferencias significativas entre los grupos CT, SFN y SFN+CIS
(Fig. 17).
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Figura 17. El tratamiento con SFN previene el incremento de p38-a. y la disminucion de p38-p
MAPK mediada por CIS. Prom+EEM. n=4. *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.05 vs. CIS (B); *p<0.001
vs. CT y SFN; #p<0.05 vs. CIS (C).

7.3.3 Lainduccion de MAPK por cisplatino es atenuado por sulforafano

El tratamiento con CIS indujo una marcada fosforilaciéon en la fosfo JNK
renal y la induccion de p53 (7.52- y 3.19 veces, respectivamente, en comparacion
con el grupo CT) y la defosforilacion de la fosfo ERK (disminuy6 a 0.46 veces vs.
CT) (Fig. 18). El tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS previno
significativamente la activacion de estas MAPK (Fig. 18). No se observaron

diferencias significativas entre los grupos CT y SFN (Fig. 18).
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Figura 18. La activacion de las MAPK inducida por CIS es atenuada por el tratamiento con SFN.
Prom+EEM. n=4. *p<0.05 vs. CT y SFN; #p<0.05 vs. CIS (fosfo JNK); *p<0.001, *p<0.05 vs. CT y
SFN, respectivamente; #p<0.05 vs. CIS (fosfo ERK); *p<0.05 vs. CT y SFN; #p<0.05 vs. CIS (p53).

7.3.4 El tratamiento con sulforafano previene la respuesta inflamatoria

El grupo tratado con CIS presentd un marcado incremento en los niveles de
la citocina proinflamatoria TNF-a. y de su blanco citosoélico fosfo NF-kB (p65) (5.18-
y 2.47 veces, respectivamente vs. el grupo CT) (Fig. 19). Como se demostro en
los resultados previos, el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS produjo una
disminucién significativa en la expresiéon de estos elementos proinflamatorios
inducidos por el tratamiento con CIS (Fig. 19). No se observaron diferencias

significativas entre los grupos CT y SFN (Fig. 19).
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Figura 19. El tratamiento con SFN previene la respuesta inflamatoria en los rifiones de las ratas
tratadas con SFN+CIS. Prom+EEM. n=4. *p<0.001 vs. CT y SFN; # p<0.001 vs. CIS (TNF-o);
*p<0.001 vs. CT y SFN; # p<0.05 vs. CIS [fosfo NF-kB (p65)].

7.3.5 El tratamiento con sulforafano previene la expresion de moléculas de
adhesion y lainfiltracion de células inflamatorias renales

Como se presenta en la figura 20 A y B, el tratamiento con CIS indujo la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1, 6.76- y 4.47 veces, respectivamente, en
comparacion con el grupo CT. La expresion de ICAM-1 fue evidente por su
elevada e intensa tincion en los tejidos renales del grupo tratado con CIS (Fig. 20
C). Estos incrementos en la expression de ICAM-1, VCAM-1 y la tincién para
ICAM-1 se previnieron por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 20
A, B y C). No se observaron diferencias significativas entre los grupos CT y SFN
(Fig. 20).

Por otra parte, el tratamiento con CIS incrementé el numero de células

inflamatorias positivas para MPO alrededor de las areas dafadas (evidencia de
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infiltracion de neutréfilos y macréfagos) a ~33 células/campo en comparacion con
el grupo CT (Fig. 21 Ay B). La infiltracion de neutréfilos y macréfagos se previno
significativamente por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 21 Ay
B). No se observaron diferencias significativas entre los grupos CT y SFN (Fig. 21
Ay B).
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Figura 20. El tratamiento con SFN previene el aumento en la expresion de moléculas de adhesion
renal (ICAM-1, VCAM-1). Prom+EEM. n=4 (A 'y B), n=5 (C). *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.05 vs.
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CIS (ICAM-1); *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.001 vs. CIS (VCAM-1).
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Figura 21. El tratamiento con SFN previene la infiltracion de células inflamatorias renales inducido
por CIS. El CIS incrementd significativamente el nimero de células renales positivas para MPO
alrededor de las estructuras tubulares dafiadas (400x amplificacion original). El tratamiento con
SFN previno significativamente la infiltracion de neutréfilos y macrofagos en el grupo SFN+CIS.
Prom+EEM. n=5. *p<0.001 vs. CT y SFN; #p<0.001 vs. CIS.

86



8. DISCUSION

Efecto del sulforafano en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino

En el presente estudio realizado en células LLC-PK1 y en ratas Wistar
macho se demostro el efecto renoprotector por el tratamiento con el antioxidante
indirecto SFN contra la nefrotoxicidad inducida por CIS. En este estudio se
utilizaron células LLC-PK tomando en cuenta que estas células tienen las mismas
caracteristicas morfologicas y bioquimicas de las células del segmento S3 (Kim et
al., 2006). El segmento S3 en el tubulo proximal es el sitio de mayor dafio inducido
por CIS en el rifidn (Pabla y Dong, 2008). Previamente en nuestro laboratorio se
demostré que el pretratamiento de las células LLC-PK con SFN (0.5-5 uM) resulté
en una proteccion substancial dependiente de la concentracion contra el dafio
inducido por CIS y se observo que el pretratamiento con SFN (5uM) incremento la
viabilidad a un 90.1+4.7% (cerca de las observadas en el grupo CT). Se pensoé
que esta proteccion se debia a la capacidad bien caracterizada del SFN para
inducir enzimas citoprotectoras a través de la via Nrf2 (Thimmulappa et al., 2002;
Innamorato et al., 2008; Yoon et al.,, 2008; Dinkova-Kostova y Talalay, 2008;
Angeloni et al., 2009). En este trabajo se corroboré efectivamente que la
incubacion con SFN induce la traslocacion al ndcleo del factor de transcripcion
Nrf2 (Fig. 7). Este resultado obtenido in vitro, impuls6 a abordar in vivo, el efecto
protector potencial del SFN en el dafio renal inducido por CIS.

En los estudio in vivo, se demostré que las ratas tratadas con CIS
desarrollaron dafio renal caracterizado por el incremento en los niveles
plasmaticos de creatinina y BUN y la disminucién en la depuracion de creatinina.
El tratamiento con SFN redujo esta disfuncién renal inducida por CIS, demostrado
por la atenuacion de los marcadores arriba mencionados (Fig. 1). La nefro-
toxicidad inducida por CIS también se caracterizé por la proteinuria, la disminucion

en la actividad de la enzima GPx-p y el incremento en la excrecion urinaria de
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NAG, que son marcadores de dafio tubular. El tratamiento con SFN también fue
capaz de atenuar los efectos en estos marcadores en el grupo SFN+CIS (Fig. 2).

Los resultados arriba mencionados, estuvieron en concordancia con
nuestros estudios histopatoldgicos evaluados utilizando las tinciones H&E y PAS,
demostrando la presencia de polisacaridos en la luz tubular, apoptosis, necrosis y
vacuolizacion en las células epiteliales de las ratas tratadas con CIS. Se encontro
que las ratas del grupo SFN+CIS presentaron menor dafio tisular con pocas
células epiteliales tubulares afectadas mostrando una arquitectura casi normal
como las del grupo CT (Fig. 3).

El efecto renoprotector del SFN observado en este estudio se relacioné
directamente con la disminucion del estrés nitrante y oxidante presentado en la
nefrotoxicidad inducida por CIS (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009; Pérez-Rojas et
al., 2009). La inmunotincion para 3-NT, un marcador para estrés nitrante, se
atenud significativamente en las ratas tratadas con SFN (Fig. 3). La induccion de
4-HNE por CIS, un marcador de lipoperoxidacién, se demostré por inmunotincion y
un método espectrofotométrico. En ambos casos el tratamiento con SFN en el
grupo SFN+CIS fue capaz de atenuar el incremento de estos marcadores (Figs. 3,
4y 5). Ademas, se observé la disminucién en los niveles de GSH y el incremento
en la excrecion urinaria de H,O; en las ratas tratadas con CIS, apoyando la idea
del dafio inducido por estrés oxidante. Esto se corroboro ya que el tratamiento con
SFN en el grupo SFN+CIS atenu6 la alteracién de estos dos marcadores de estrés
oxidante (Fig. 5).

Yoon et al. (2008) también observaron una renoproteccidon mediada por
SFN contra el dafio inducido por isquemia y reperfusion renal. Ellos observaron
que el efecto protector se asocid con la disminucién en la deplecion de GSH vy el
incremento de la lipoperoxidacion secundarios a la isquemia y reperfusion en las
ratas.

Finalmente, se observé que el tratamiento con SFN fue capaz de atenuar la
disminucién en la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx y GST
inducida por CIS (Fig. 6). La disminucion en la actividad de estas enzimas pudo

haber estado relacionada con el estrés oxidante observado en las ratas tratadas
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con CIS. Estos datos sugieren que el efector renoprotector del SFN in vivo fue
mediado, en parte, por la conservacion de la actividad de estas enzimas
antioxidantes.

En resumen, estos datos demuestran el efecto renoprotector del SFN contra
la nefrotoxicidad inducida por CIS. Este efecto protector se asocido con la
disminucién del estrés oxidante/nitrante y la conservacion de las enzimas

antioxidantes.

Efecto del sulforafano contra las alteraciones mitocondriales inducidas por

cisplatino

Como ya se menciond anteriormente, el uso clinico del CIS para el
tratamiento de distintos canceres esta restringido por su nefrotoxicidad. Muchos
trabajos han demostrado que los antioxidantes previenen la disfuncion
mitocondrial inducida por CIS (Santos et al., 2008; Rodrigues et al., 2010), pero
pocos se han hecho con antioxidantes de origen natural (Martinez-Abundis et al.,
2010). Por esta razén, en este estudio se evalud el efecto del SFN contra las
alteraciones mitocondriales inducidas por CIS.

Ya que la generacion de las ERO esta relacionada directamente con la
nefrotoxicidad inducida por CIS (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009) y la
mitocondria es el principal sitio en la generacion de éstas. En este trabajo se
examind el efecto protector del SFN contra la disfunciébn mitocondrial y el estrés
oxidante inducidos por este farmaco.

El dafio oxidante mitocondrial se ha observado como un evento temprano
en la disfuncion renal inducida por CIS (Gordon y Gattone 2nd, 1986). Los niveles
de GSH, mantenidos en parte por el sistema de defensa antioxidante mitocondrial,
disminuyen en la mitocondria en un 70% luego del tratamiento con CIS (Kuhlmann
et al., 1997); incluso la actividad de la aconitasa, enzima importante en la funcién
mitocondrial, disminuye por el tratamiento con CIS como consecuencia del estrés
oxidante (Santos et al., 2007). En este estudio se demostré que el tratamiento con

SFN previno la deplecion de GSH y preservo la actividad de la aconitasa (Figs. 8 y
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9, respectivamente). Es muy probable que lo anterior se deba a la conservacion
del sistema de defensa de las enzimas antioxidantes (Fig. 6).

En este estudio también se observéd que la disfuncion mitocondrial inducida
por CIS que dio como resultado la disminucién en el estado 3 de la respiracion, el
CR y la respiracion desacoplada, y el incremento en el estado 4 de la respiracion
se previnieron por el tratamiento con SFN (Figs. 10 y 11). La inhibicién de los
complejos | al IV de la cadena respiratoria por el CIS, que promueve el desacople
en la sintesis del ATP mitocondrial (Kruidering et al., 1997), también se previno por
el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 12). Este resultado concuerda
con nuestro resultado anterior en el cual el CIS afecto la actividad de la aconitasa,
enzima relacionada directamente con la produccion de ATP asi como la
disminucién en la fosforilacién oxidante ocasionadas por la disfuncion mitocondrial
(Kruidering et al., 1997).

En experimentos con mitocondrias aisladas (Byrne et al., 1999) se ha
demostrado que los peréxidos, como el tert-butil hidroperéxido (t-BOOH),
promueven la apertura del mPTP en presencia de pequefias cantidades de Ca*".
Es por esto, que el estrés oxidante es considerado como un jugador importante en
la promocién del mPTP inducido por Ca?* (Valle et al., 1993). Por lo tanto, dado el
papel fundamental de la conservacion de la capacidad antioxidante mitocondrial
en la supervivencia celular y que el SFN tiene la capacidad de mantener y mejorar
en el rifidn el estatus antioxidante mitocondrial (Fig. 8) y la integridad mitocondrial
(Figs. 9, 10, 11 y 12), es muy probable que la nefroproteccion contra el dafo
inducido por CIS se deba al SFN. En este trabajo, también se demostré que el
tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS fue capaz de prevenir la apertura del
mPTP inducido por Ca?* observado en el grupo tratado con CIS (Fig. 13),
indicando que este compuesto y el estatus antioxidante mitocondrial estan
relacionados con la mejora y/o conservacion de la funcion y la integridad
estructural mitocondrial.

En este contexto, la liberacién de citocromo c al medio se mantiene como
un canon de la via de activacién apoptoética mitocondrial que desencadena en la

muerte celular (Correa et al.,, 2007, 2008a) y a su vez, el proceso de
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permeabilizacién inespecifico dependiente de Ca** ha sido asociado con la
liberacion de citocromo c. En la figura 14 se demostro que el tratamiento con SFN
evita la liberacidbn de citocromo ¢ en las mitocondrias del grupo SFN+CIS
expuestas a una sobrecarga de Ca**, esto en concordancia con los resultados
presentados en la figura 13.

En resumen, estos datos demuestran que el SFN es capaz de prevenir las
alteraciones mitocondriales inducidas por CIS asociadas con la atenuacion del
estrés oxidante, haciendo de este potente inductor natural de enzimas de fase Il
un buen candidato para el tratamiento contra la nefrotoxicidad inducida por CIS y

las disfunciones mitocondriales.

Efecto del sulforafano contra la inflamacion y la muerte celular inducidas por

cisplatino

En estudios previos utilizando células renales y no renales se ha
documentado que el SFN previene el dafio contra el estrés oxidante, isquemia y
reperfusion, diabetes y cancer, entre muchas otras (Yoon et al., 2008; Davis et al.,
2009). En este estudio se demostré que el SFN protege de la muerte celular
(apoptosis medida por las células positivas para TUNEL) y la fragmentacion del
ADN (Fig. 15).

La activacion de las caspasas en un paso clave en el génesis de la
apoptosis, donde las caspasas-3/7 representan el paso final en la ejecucion de
este mecanismo de muerte celular. Muchos estudios han demostrado que el CIS
induce apoptosis en las células renales con la activacion de las caspasas
ejecutoras (Cummings y Schnellmann, 2002; Kumar et al., 2009; Mukhopadhyay et
al., 2010). En este trabajo se demostr6 que la activacion de las caspasas se
previno por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 16).

La p38 MAPK existe en cuatro isoformas: p38-a, -B, -y, -6. Dos de las cuatro
isoformas de p38 MAPK (-a, -B), parecen tener un papel regulatorio en modelos de
preacondicionamiento cardiaco e isquemia y reperfusion, donde la p38-p potencia

la via de sobrevivencia y la p38-a. potencia la via de muerte (Das et al., 2006;
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Mukherjee et al., 2008). En este estudio se demostré que el tratamiento con SFN
redujo significativamente la expresion de p38-a en el grupo SFN+CIS en
comparacion con el grupo CT. De forma interesante, el tratamiento con SFN en el
grupo SFN+CIS fue capaz de prevenir la disminucion en la expresion de la p38-
de sobrevivencia mostrado en el grupo CIS (Fig. 17). La fosfo JNK y la fosfo ERK
pertenecen a la familia de las MAPK, y estas enzimas se han relacionado en la
patogénesis de una variedad de desérdenes humanos y efectos citoprotectores
(Wang et al., 2000; Francescato et al., 2007). Aqui se demostrd que la activacion
de las fosfo JNK y fosfo ERK inducidas por CIS se previno por el tratamiento con
SFN en el grupo SFN+CIS (Fig. 18). p53, se mantiene como uno de los genes
supresores de tumores mas poderosos en el cancer humano asi como un
regulador en la nefrotoxicidad inducida por CIS (Jiang et al., 2007; Francescato et
al.,, 2007); en este estudio se demostr6 que el SFN también previno
significativamente la activacion de p53 mediada por CIS (Fig. 18).

Las vias de sefalizacion de JNK y p38 MAPK son activadas por citocinas
proinflamatorias o en respuesta a estrés celular como el estrés oxidante, osmaotico
0 genotoxico (Francescato et al., 2007). Se ha demostrado que el CIS induce el
incremento en la expresion la citocina inflamatoria TNF-a (Ramesh et al., 2003;
Ramesh y Reeves, 2003; Pan et al., 2009), lo que permite a su vez la activacion
de NF-«xB como resultado de las ERO producidas (Sung et al., 2008). La
activacion de NF-kB juega un papel importante en el dafio renal inducido por CIS
(Akcay et al., 2009). En este trabajo se demostrd, en concordancia con otros
protocolos previos, que la expresion de TNF-a inducida por CIS y la subsiguiente
fosforilacion de NF-xB (p65) se previno por el tratamiento con SFN en el grupo
SFN+CIS (Fig. 19).

La inflamacion juega un papel fisiologico importante en la nefrotoxicidad
inducida por CIS; de hecho la administracion de CIS incrementa la infiltracion de
leucocitos y macréfagos (Sung et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2010) y de
moléculas de adhesién como la ICAM-1 (Kang et al., 2009) a las 72 h en los
tejidos renales dafiados. En este trabajo se encontrd que la expresion de ICAM-1y
VCAM-1 en los rifiones de las ratas tratadas con CIS (Fig. 20), que promueve la
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adhesion de células inflamatorias facilitando a su vez el aumento en el
reclutamiento de estas células y la subsiguiente activacion y dafio renal
interrelacionado fue prevenida por el tratamiento con SFN en el grupo SFN+CIS
(Figs. 20y 21).

En este trabajo se demostré que la inflamacion y la muerte celular inducidas
por CIS fueron prevenidas por el tratamiento con SFN. Lo cual es particularmente
interesante debido a que el SFN es un inductor natural de enzimas antioxidantes
de facil accesibilidad y bajo costo, y su eficacia ha sido probada por la reduccion y
prevencion de diferentes enfermedades humanas (Guerrero et al., en prensa).

Aunque este estudio ha demostrado que la administracion del SFN fue
capaz de atenuar o prevenir el dafio renal inducido por CIS, este no abordd la
pregunta sobre la posible interferencia del SFN con la eficacia quimioterapéutica
del CIS, lo cual es una posible limitante. Sin embargo, con base en multiples
informes que demuestran los efectos anticancerigenos del SFN por si mismo (que
incluye la inhibicién de la desacetilacion de histonas, la detencién del ciclo celular,
la inhibicion del crecimiento celular y la induccion de la apoptosis, entre muchos
otros mecanismos) en estudios de células humanas de higado, colon, préstata,
mama, ovario, vejiga y tumores malignos de células inmunes y estudios que
indican la eficiencia del brocoli y del SFN en modelos de cancer en animales
(Jeffery y Keck, 2008), es mas probable que el SFN mejore y potencie la eficacia
quimioterapéutica del CIS. Esto ultimo también es apoyado por las propiedades
antiangiogénicas reportadas del SFN (Davis et al., 2009) y su efecto inhibitorio
sobre la via de transduccion de sefales de NF-xB observado en este trabajo.
Ademas, recientemente se ha demostrado que el SFN no disminuye el potencial
antitumoral del CIS (Di Pascua et al., 2010) y de hecho, en células cancerosas,
éste puede mejorar su citotoxicidad (Kallifatidis et al., 2011).

Otra consideracion importante a tratar es si la dosis administrada del SFN
en nuestro estudio tiene alguna relevancia clinica humana. Esta es una pregunta
muy dificil de responder; posiblemente debido a las diferencias en la cinética, la
distribucion y el metabolismo del compuesto en los seres humanos y en las ratas

[por ejemplo, se ha reportado en humanos que el Ty, del SFN es diez veces
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mayor que en ratas (Hu et al., 2004; Shapiro et al., 2006)]. Sin embargo, los
niveles plasméaticos de SFN en ratas alcanzan una concentracion de 4619 ng/miL
después de la administracion de 0.5 mg/Kg de este isotiocianato (Hanlon et al.,
2008), la misma dosis utilizada en el presente estudio. Niveles plasmaticos
similares de SFN se reportaron en seres humanos después del consumo de
brécoli: 12+1.6 ng/mL (Hanlon et al., 2009) y 18.2+6.5 ng/mL (Vermeulen et al.,
2008), lo que sugiere que la dosis utilizada en el presente estudio puede tener
relevancia clinica. Ademas, apoyando la idea de que el consumo regular de brécoli
podria ejercer efectos terapéuticos, un estudio piloto ha encontrado que el
consumo de solo 68 g de brotes de brécoli fue capaz de inhibir la desacetilasa de
histona (un objetivo putativo de las propiedades anticancerigenas del SFN) en
células mononucleares de sangre periférica (Myzak et al., 2007). Es importante
destacar que la dosis de SFN utilizada en el presente estudio también se
encuentra en el rango de las concentraciones reportadas con efectos
antitumorales en modelos animales de diversos tipos de cancer (Jeffery et al.,
2008).

En resumen, los resultados de este trabajo, junto con el potente efecto
antitumoral del SFN reportado en mudltiples estudios preclinicos y la evidencia
epidemioldgica que sugiere que la ingesta de verduras cruciferas como el brocoli
el riesgo de cancer en los seres humanos, son particularmente interesantes.
Ensayos clinicos bien dirigidos para explorar el potencial benéfico de la
suplementacion de SFN y/o el consumo de brocoli en la prevencion o el
tratamiento del cancer, o en contra de la nefropatia inducida por cisplatino, son el

siguiente paso.
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9. CONCLUSIONES

El SFN atenudé la disfuncion renal, el dafio estructural, el estrés
oxidante/nitrante, la deplecion de GSH, la excrecion urinaria de H,O, y la
disminucién de enzimas antioxidantes (CAT, GPx y GST), inducidos por CIS.

El SFN previno las alteraciones mitocondriales inducidas por CIS como la
disminucién en el consumo de oxigeno usando sustratos como succinato y
malato/glutamate, la disminucién de la actividad de la enzima aconitasa, la
disminucién del contenido de ATP y GSH, la inhibicion en la captacion de calcio

mitocondrial, asi como la liberacién de citocromo c.

El SFN previno el incremento en la fragmentacion del ADN, la actividad de
caspasas-3/7 y TUNEL, la activacibn de varias vias de muerte celular y
proinflamatorias (p53, JNK, p38-a, TNF-a, NF-kB y MPO), la disminucion de
mecanismos de sobrevivencia (ERK y p38-B), y el incremento en la expresion de

moléculas de adhesion como ICAM-1y VCAM-1, inducidos por CIS.
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