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i. Resumen 

Con el aumento en la expectativa de vida, en nuestro país, así como en el resto del mundo, las enfermeda-
des cardiovasculares y las neurodegenerativas han aumentado en gran medida. Sin embargo, a pesar de 
los tratamientos existentes, la progresión de estas enfermedades persiste, limitando la calidad y la espe-
ranza de vida de los pacientes. En la presente tesis, abordamos dos aproximaciones experimentales distin-
tas, para determinar si la activación del Nrf2 podría ser un participante común en el (los) mecanismo(s) de 
protección en el corazón. 

En una primera instancia, evaluamos el efecto del ácido 3-nitropropiónico (3-NP) sobre la función cardia-
ca en ratas y si dicha condición podría agravarse durante el envejecimiento. Administramos tert-butilhi-
droquinona (tBHQ) para inducir la activación del factor de transcripción Nrf2, como posible blanco de 
protección para disminuir el daño oxidante inducido por 3-NP. Encontramos cambios en la estructura car-
diaca asociados con la edad y desarreglo de las fibras cardíacas inducida por el tratamiento con 3-NP en 
animales adultos y viejos; sin embargo, estas condiciones no estuvieron acompañadas por disfunción car-
diaca. En contraste con los animales adultos, en los que la oxidación de proteínas y lípidos aumentaron 
significativamente, los corazones de animales viejos desarrollaron una respuesta hormética relacionada 
con la exposición crónica a estrés oxidante que no aumentó tras la intoxicación con 3-NP.  A nivel celular 
el tBHQ disminuyó el estrés oxidante en asociación con la translocación nuclear de Nrf2 y su unión a 
ARE en animales jóvenes.  

Por otro lado, en el segundo modelo, estudiamos el mecanismo por el cual el sulforafano (SFN) ejerce 
efectos cardioprotectores en corazones sometidos a isquemia-reperfusión (I/R) y comparamos su eficien-
cia con la maniobra mecánica del post-acondicionamiento (PostC), el cual activa mecanismos de señali-
zación celular endógena que conducen a la protección del corazón. La administración del SFN y la apli-
cación del PostC preservaron la función y la arquitectura del tejido cardiaco en asociación con una dismi-
nución del tamaño del infarto y la liberación de lactato deshidrogenasa en suero. El estrés oxidante se re-
dujo y el balance del estado redox se mantuvo con ambas estrategias. También observamos que ambas 
estrategias activan las rutas de señalización rio arriba de Nrf2; pero sólo el PostC logra incrementar la 
acumulación nuclear de fosfo-Nrf2. Se sugiere que el efecto protector del SFN podría ser independiente 
del Nrf2, o bien que la fosforilación del factor ocurre antes de los 60 min de reperfusion.  

Concluimos que en patologías asociadas al estrés oxidante, se pueden activar mecanismos de protección 
por diferentes vías, que convergen en la activación del factor de transcripción Nrf2 y de cascadas de seña-
lización, que al actuar de forma independiente o sinérgica, garantizan la sobrevivencia celular y del tejido.  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ii. Abstract 

With the increase in life expectancy in our country, as well as in the rest of the world, cardiovascular and 
neurodegenerative diseases have increased to a great extent. However, treatments indicated have advan-
ced notably, the progression of these diseases persists, limiting the patients quality and life expectancy. In 
this study, we approached two different experimental strategies, in order to determine if the activation of 
Nrf2 could be a common participant in the mechanism(s) of protection in the heart. 

In the first instance, we evaluated the effect of 3-nitropropionic acid (3-NP) on cardiac function in rats 
and whether this condition could be exasperated during aging. We administered tert-butylhydroquinone 
(tBHQ) to induce the activation of the transcription factor Nrf2, as a possible protection target to reduce 
the oxidative damage induced by 3-NP. We found changes in cardiac structure associated with the age and 
derangement of cardiac fibers induced by 3-NP treatment in adult and old animals, however, these condi-
tions were not accompanied by cardiac dysfunction. In contrast to adult animals, in which the oxidation of 
protein and lipids increased significantly, the heart of old animals developed a hormetic response related 
to chronic exposure to oxidative stress that did not increase after 3-NP intoxication. At the cellular level, 
tBHQ decreased oxidative stress in association with de nuclear translocation of Nrf2 and it's binding to 
ARE in young animals.  

On the other hand, in the second model, we studied the mechanism by which sulforaphane (SFN) exerts 
cardioprotective effects in hearts undergoing ischemia-reperfusion (I/R) and we compare its efficiency 
with the mechanical maneuver of post-conditioning (PostC), which activates mechanisms of endogenous 
cellular signaling leading to the protection of the heart. The administration of SFN and the application of 
PostC preserved the function and architecture of cardiac tissue in association with a decrease in infarct 
size and the release of lactate dehydrogenase in serum. The oxidative stress was reduced and the balance 
redox state was maintained with both strategies. We also observed that both strategies activate the signa-
ling routes upstream of Nrf2, but only PostC manages to increase the nuclear accumulation of phospho-
Nrf2. It is suggested that the protective effect of SFN could be independent of Nrf2, or that phosphoryla-
tion of the factor occurs before 60 min of reperfusion.  

We conclude that in the pathologies associated with oxidative stress, is possible to activate protective me-
chanisms through different strategies, that converge in signaling and Nrf2 activation, which guarantee cell 
and tissue survival.  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I. Introducción 

1. ESTRÉS OXIDANTE Y MECANISMOS DE PROTECCIÓN 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO), sobre las que hablaré a detalle más adelante, han estado presen-
tes en los diferentes sistemas biológicos durante el proceso de evolución de la vida aeróbica. En cada cé-
lula del cuerpo los procesos metabólicos generan ERO y los sistemas antioxidantes los controlan de ma-
nera efectiva manteniendo un balance homeostático. El resultado de la acumulación de ERO en las células 
a niveles que exceden la capacidad de los sistemas de eliminación de daño y reparación de ERO de la cé-
lula, se conoce como estrés oxidante (EO) [Mittler, 2017]. Hasta ahora, la regulación de las ERO es un 
tema de relevancia al ser una estrategia terapéutica prometedora, ya que el EO sostenido se considera el 
punto de partida para la aparición de diversas enfermedades crónicas, muchas veces asociadas a la edad. 
Por lo tanto, explorar el equilibrio y los mecanismos positivos y negativos que controlan la producción de 
las ERO en los sistemas vivos, brindaría claves para “descubrir” nuevas terapias en la clínica. 

1.1 Homeostasis redox  

1.1.1 Producción de especies reactivas de oxígeno 

Las ERO son producto del metabolismo aeróbico [Zuo et al., 2015] y/o de fuentes como fármacos, xeno-
bióticos y radiación [D'Autréaux & Toledano, 2007; Davies et al., 2017]. Entre las ERO más estudiadas se 
encuentran el anión superóxido (O2•—), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH), cuya 
reactividad depende de sus propiedades químicas, de los sitios donde se produzcan y de su biodisponibili-
dad [Aguilera et al., 2018]: 

A. El O2•—, resulta de la reducción monovalente del oxígeno molecular por varias oxidasas, tal como 
xantina oxidasa, ciclo-oxigenasa, NADPH oxidasa [Pisoschi & Pop, 2015]. Además de formase en 
la cadena de transporte de electrones (CTE), en el curso de la fosforilación oxidativa (OxPhos) 
para producir adenosín trifosfato (ATP) [Dröse & Brandt, 2012]. Su producción en grandes canti-
dades puede dañar e inactivar proteínas que contienen centros fierro-azufre (Fe-S), como la ferri-
tina y proteínas tipo hemo [Schieber & Chandel, 2014]. 

B. El H2O2, es generado tras la dismutación del O2•— por la enzima superóxido dismutasa (SOD) mi-
tocondrial y citosólica, y por la NADPH oxidasa; presenta una alta estabilidad y tiene la capacidad 
de cruzar las membranas biológicas [Brown & Griendling, 2015].  

C. El •OH, es extremadamente reactivo y se forma por la descomposición del H2O2 a través de reac-
ciones tipo Fenton [Cadet & Wagner, 2013]. Oxida a lípidos, proteínas y ácido desoxirribonuclei-
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co (ADN) indiscriminadamente, provocando daño e inestabilidad genómica [Brown & Griendling, 
2015].  

La CTE y la NADPH oxidasa son las principales fuentes fisiológicas de la producción del O2•—, que pue-
den convertirse en otras ERO como se muestra en la Figura 1 [Moris et al., 2017].  

1.1.2 Estrés oxidante y sus consecuencias 

El delicado balance entre la generación y eliminación de las ERO se mantiene por mecanismos comple-
jos, cuya disfunción contribuye a generar alteraciones en el estado redox y daño a diferentes biomoléculas 
como las siguientes (Figura 1):  

A. Lípidos, son los más susceptibles a modificaciones oxidantes [Trachootham et al., 2008]. La lipo-
peroxidación genera radicales lipídicos, los cuales reaccionan con otras moléculas lipídicas, pro-
pagándose una reacción en cadena. Los ácidos grasos pueden formar al lipoperóxido (un no radi-
cal) o producir aldehídos como malondialdehído (MDA) y 4-hidroxinonenal [Pinchuk et al., 
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Figura 1 Generación de las especies reactivas de oxigeno y sistemas de protección. CI: complejo I, CII: com-
plejo II, CIII: Complejo III, CIV: Complejo IV, CV: Complejo V, e-: electrones, PRx: Peroxiredoxina, GPx: 
Glutatión peroxidasa, CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, ATP: adenosín trifosfato, ADP: adenosín 
difosfato, Q: quinona, QH2: ubisemiquinona, Q2•-: semiubiquinona inestable, ∆ψm: Potencial de membrana 
mitocondrial, ∆pH: gradiente de protones, ∆µH: fuerza protón motriz.



1998]. El primero puede reaccionar con las bases del ADN generando mutaciones; mientras el 
segundo reacciona mayormente con las proteínas, afectando diversas rutas de señalización. Se 
sabe, por ejemplo, que este aldehído se relaciona con la activación de proteínas como la cinasa 
JNK (c-Jun N-terminal kinase) y la caspasa-3, induciendo mecanismos de muerte celular [Awast-
hi et al., 2003]. Además, la modificación a la membrana causa cambios en su fluidez, resultando 
en la pérdida de la afinidad ligando-receptor, alteración de la función de hormonas/neurotransmi-
sores y aumento de la permeabilidad, lo que conduce a muerte celular [Königsberg, 2013].  

B. Proteínas, ciertos residuos aminoacídicos son particularmente susceptibles a la oxidación. Por 
ejemplo: la histidina, la prolina, la cisteína, el triptófano y la tirosina son muy sensibles a la oxi-
dación catalizada por metales; en menor grado lo son la arginina, la lisina y la metionina [Tra-
chootham et al., 2008]. Dicha oxidación resulta en derivados carbonilos cuya detección se ha 
usado como marcador cuantitativo de la oxidación de proteínas y de EO [Santos et al., 2018]. El 
entrecruzamiento intra- e intermolecular de grupos tioles tras la oxidación de cisteínas, resulta en 
la formación de puentes disulfuro que cambian la conformación de las proteínas, promueven su 
agregación y, en muchos casos, disminuyen o aumentan su actividad. El estrés crónico y la oxida-
ción continua de las proteínas pueden llevar al desdoblamiento o al plegamiento defectuoso de las 
mismas proteínas, así como a la formación de oligómeros o agregados insolubles que se acumu-
lan en el citosol [Zuo et al., 2015]. La acumulación de estos oligómeros, es un sello distintivo de 
enfermedades como Parkinson, Alzheimer y Huntington, que se han denominado trastornos de 
proteínas plegables o proteinopatías [Shaid et al., 2013].  

C. ADN, sujeto a daño en casi todos sus componentes; se estima que en las células de mamíferos se 
forman ~1.5×105 aductos en el ADN [Beckman & Ames, 1997]. Los daños directos ocurren sobre 
las bases púricas (C-5,6) y pirimídicas (C-4,8), sobre los azúcares (desoxirribosa) o en ambos si-
tios. Cuando el •OH ataca las bases nitrogenadas no hay abstracción del H, ya que el •OH se une 
directamente a la base nitrogenada formando un aducto. La adición del •OH al C-8 produce un 
aducto radical llamado 8-oxo-7,8-dihidro-2´-desoxiguanosina el cual es una de las especies quí-
micas más abundantes y resistentes que se producen cuando se oxida el ADN [Cadet & Wagner, 
2013]. El daño oxidante sobre el ADN genera mutaciones puntuales y deleciones, está involucra-
do en el proceso de envejecimiento y en una gran diversidad de enfermedades asociadas a la edad 
[van Raamsdonk, 2015; Santos et al., 2018]. 

D. ADN mitocondrial (mtADN), es muy susceptible al daño oxidante debido a su proximidad al prin-
cipal sitio de generación de ERO (CTE). Además, no posee proteínas tipo histona que lo cubran y 
protejan, así como a su limitada capacidad de reparación [Königsberg, 2013]. La acumulación de 
mutaciones en el mtADN contribuye de manera fundamental en el fenómeno del envejecimiento, 
así como en enfermedades degenerativas y miopatías mitocondriales [Santos et al., 2018]. 
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1.1.3 Eliminación de especies reactivas de oxígeno  

La transformación enzimática de las ERO a moléculas menos reactivas es parte de los mecanismos me-
diante los cuales las células se protegen del daño oxidante. Para ello utiliza la producción de antioxidantes 
endógenos, así como a la absorción de antioxidantes o de sus precursores provenientes de la dieta (Figura 
1). En un ambiente biológico, los oxidantes y reductores son también llamados pro-oxidantes y antioxi-
dantes, respectivamente [Simioni et al., 2018]. La maquinaria enzimática antioxidante está conformada 
por enzimas y otras moléculas, entre las que destacan: 

A. Superóxido dismutasa (SOD), que se clasifica como Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD con base a 
los cofactores metálicos presentes en el sitio activo [Younus, 2018] y SOD Níquel [Miller, 2001]. 
Se distribuyen en diferentes compartimentos celulares catalizando la dismutación del O2•— en oxí-
geno molecular y H2O2, por lo tanto, disminuyen los niveles del O2•— [Yasui & Baba, 2006]. 

B. Catalasa (CAT) y peroxidasas, constituyen el segundo nivel de defensa contra las ERO, tienen un 
papel importante en la respuesta adaptativa al H2O2 ya que lo transforman en agua [Izawa et al., 
1996; Sepasi Tehrani & Moosavi-Movahedi, 2018]. 

C. Glutatión (GSH), es el tiol no enzimático más abundante en la célula. Entre sus funciones, la de-
fensa antioxidante es una de las más importantes, contrarrestando constantemente el incremento 
de las ERO, minimizando el daño oxidante a tejidos y células. En respuesta a EO, dos moléculas 
de GSH se oxidan a glutatión oxidado o disulfuro de glutatión (GSSG), que se reduce de nuevo a 
glutatión reducido (GSH) a través de GSSG reductasa a expensas de la oxidación de NADPH que 
proviene del ciclo de las pentosas [Forman et al., 2009; Giustarini et al., 2017]. Además, el GSH 
se usa como cofactor de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) reduciendo al H2O2 con la produc-
ción de GSSG y agua [Lushchak, 2012]. La destoxificación de xenobioticos y/o de sus metabolitos 
es otra de sus funciones primordiales, a través de enzimas como la glutatión S-transferasa (GST), 
que covalentemente conjugan al grupo tiol del GSH con el sustrato electrofílico respectivo [Lu, 
2013; Dringen et al., 2015]. A este respecto, la destoxificación de xenobióticos se lleva a cabo por 
enzimas de fase I, fase II y fase III. Particularmente, las enzimas de destoxificación de fase II ca-
talizan reacciones de conjugación que adicionan GSH a los xenobióticos activados [Cooper & 
Hanigan, 2010]. Sus tres principales reservorios son el citosol (80-85%), la mitocondria (10-15%) 
y en un pequeño porcentaje el retículo endoplásmico [Meredith & Reed, 1982; Hwang et al., 
1992]. 

Existen otros antioxidantes no enzimáticos en la célula, que interactúan con las ERO y terminan las reac-
ciones en cadena de los radicales libres [Liguori et al., 2018]; por ejemplo, la vitamina E (α-tocoferol), 
previene la lipoperoxidación de membranas celulares e inhibe a la proteína cinasa C (PKC) en el contexto 
del cáncer [Aggarwal et al., 2010]; en tanto, el β-caroteno, la albúmina (presente en la sangre) y el ácido 
úrico representan el 85% de la capacidad antioxidante en plasma [Wu et al., 2013]. Por último, los anti-
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oxidantes exógenos incluyen a la vitamina C (que reduce al •OH y O2•—) y a las moléculas fenólicas como 
el resveratrol, los flavonoides, el selenio y el zinc [Pisoschi & Pop, 2015]. En general, todos los antioxi-
dantes no enzimáticos donan electrones que provienen de su grupo hidroxilo, neutralizando a la especie 
reactiva en cuestión, pero dejando un electrón sin aparear, lo que genera un radical libre y hace que, a su 
vez, estas moléculas puedan convertirse en pro-oxidantes [Saeidnia & Abdollahi, 2013]. En la siguiente 
tabla se resumen algunos ejemplos de los antioxidantes: 

Tabla 1. Clasificación de antioxidantes. Asc: Ácido ascórbico; APx: Ascorbato peroxidasa; GR: Glutatión reductasa; LPx: Lipo-

peroxidación; DHA: Dihidroascorbato. 1O2: oxígeno singulete. Tomado de Mirończuk-Chodakowska et al. [2018]. 

1.1.4 Papel de las especies reactivas de oxígeno como moléculas señalizadoras 

Desde hace algunas décadas, estudios en varios organismos, tejidos y tipos celulares han cambiado nues-
tro entendimiento de las ERO; es decir, ya no solo se ven como moléculas que provocan daño, sino que 
también tienen un papel en la regulación de vías de señalización que inciden en las respuestas biológicas 
y fisiológicas normales (es decir, la biología redox-reacciones oxido-reducción-la cual es dictada princi-
palmente por los niveles y la compartamentalización del H2O2) [Schieber & Chandel, 2014]. 

La señalización redox es necesaria para numerosos procesos celulares, como la diferenciación celular, la 
regeneración de tejidos y la prevención del envejecimiento [Holmström & Finkel, 2014; Reczek & Chan-
del, 2015]; aunque también es crucial para regular las vías de señalización que controlan diversos estados 
de enfermedad [Shadel & Horvath, 2015]. Por ejemplo, el ejercicio físico es una de las estrategias que 
incrementan las ERO, resultando en la activación de vías benéficas que disminuyen el cáncer, la diabetes 
y el envejecimiento [Ristow et al., 2009]. Por lo tanto, el balance entre la producción de las ERO y la eli-
minación de estas moléculas es crítico para que mantengan su papel señalizador y regulador en diferentes 
procesos celulares. 

Antioxidantes enzimáticos Antioxidantes no enzimáticos 
(provenientes de la dieta)

• SOD: O2•— + O2•— + 2H+ → 2H2O2 + O2 
• CAT: 2H2O2 →  O2 + 2H2O 
• GPx: H2O2 + DHA → 2H2O + GSSG 
• PRx: H2O2 + GSH → H2O + GSSG 
• GR: GSSG + NADPH → 2GSH + NADP+

• Asc: Atrapa O2•—, •OH y 1O2 y reduce H2O2 a H2O via 
la reacción APx 

• GSH: Sustrato para GST y GR, atrapador de 1O2, •OH 
y H2O2, actúa regenerando Asc via el ciclo Asc-GSH 

• Tocoferoles: Protegen a la membrana de la LPx, 
destoxificación de LPx y “quenching” de 1O2 

• Flavonoides: Atrapador de ERO 
• Carotenoides: “Quench” de 1O2 
• Polifenoles: Flavonoides, estilbenos, ácidos fenólicos

Antioxidantes no enzimáticos (en plasma) 
• Ceruloplasmina 
• Ferritina 
• Transferrina 
• Albúmina 
• Metalotioneina
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2. MECANISMOS DE REGULACIÓN REDOX EN PROCESOS CELULARES 
2.1 NF-E2-related factor (Nrf2) 

El factor de transcripción Nrf2 es un miembro de la familia de proteínas relacionadas a p45 (Nrf1, Nrf2 y 
Nrf3) que se heterodimerizan con proteínas Maf pequeñas (musculoaponeurotic fibrosarcoma) para unirse 
al elemento del ADN que actúa en cis, llamado ARE (antioxidant response element) o EpRE (electrophile 
response element), en las regiones regulatorias de muchos genes de protección o defensa antioxidante 
(Figura 2). Por muchos años este factor de transcripción se ha considerado un blanco terapéutico de gran 
valor en diferentes enfermedades asociadas con el estrés oxidante. La actividad de Nrf2 está regulada por 
su represor transcripcional (la proteína Keap1) aunque también existen otros mecanismos no canónicos 
que modulan su actividad, como la fosforilación por diferentes cinasas, etc. [Silva-Palacios et al., 2018; 
Silva-Islas & Maldonado, 2018]. En condiciones normales, el dímero de Keap1 se une a Nrf2, ubiquiti-
nándolo e induciendo su proteólisis vía el proteosoma; mientras que, en condiciones de estrés, la disocia-
ción del complejo Nrf2/Keap1 evita su degradación (Figura 2). La mayor parte de los compuestos que 
inducen al factor de transcripción lo hacen interrumpiendo su unión con Keap1. Una vez activo, Nrf2 in-
duce la expresión de genes que codifican para proteínas involucradas en la homeostasis redox, el metabo-
lismo de xenobióticos, el metabolismo anaeróbico, la reparación del daño al ADN, la proliferación y las 
respuestas de sobrevivencia, así como la autofagia y el proteosoma. Al aumentar la expresión de enzimas 
antioxidantes, mantiene la morfología y la función mitocondrial [Khan et al., 2018]. Gran parte de la in-
vestigación acerca de la modulación de Nrf2 se ha enfocado en la inducción de su activación; sin embar-
go, como se comentó previamente, la disminución en las ERO no siempre tiene efectos positivos para los 
organismos. Por lo tanto, una regulación inadecuada de su activación puede llevar a efectos deletéreos en 
muchas enfermedades, incluso aquellas asociadas a la edad [Menegon et al., 2016]. Por ejemplo, el ratón 
knock out de Nrf2 (Nrf2-/-) es más propenso a desarrollar cáncer en respuesta a estímulos químicos y físi-
cos [Lida et al., 2004] e inducir un incremento en la metástasis [Satoh et al., 2010]. Mientras que su hi-
peractivación confiere ventajas a las células cancerosas, que incluyen la protección ante la apoptosis y la 
senescencia, la promoción del crecimiento celular y la resistencia a quimio- y radioterapia [Zhang et al., 
2010; Hayes et al., 2010]. Por lo tanto, el contexto celular es relevante para que la actividad del factor 
Nrf2 se traduzca en el mantenimiento del balance redox y de la funcionalidad de los procesos celulares. 

2.2 Inducción de Nrf2 

Los activadores/inductores de Nrf2 se pueden dividir en dos categorías, según su mecanismo de acción. 
La primera pertenece a los activadores electrofílicos indirectos, que se unen covalentemente al tiol de la 
cisteína en el dominio de dimerización de Keap1. La combinación con el activador provoca un cambio 
conformacional del represor, desencadenando la desintegración del complejo Keap1/Nrf2 e incrementan-
do la acumulación de Nrf2 y, por lo tanto, favoreciendo su fosforilación y posterior translocación al nú-
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cleo. La segunda categoría son los activadores directos no-electrofílicos, que se unen directamente al do-
minio de unión a Nrf2 de Keap1, evitando la formación del complejo Keap1/Nrf2 [Chu et al., 2017]. Los 
antioxidantes fenólicos, como el 3-tert-butilhidroxianizol (BHA) y su metabolito activo desmetilado la 
tert-butilhidroquinona (tBHQ), son potentes inductores de genes de fase II regulados por Nrf2 [Kong et 
al., 2001]. Otros compuestos como el cadmio [Stewart et al., 2003], el dietilmaleato [Itoh et al., 2003] y el 
sulforafano [McMahon et al., 2000], por mencionar algunos, también son inductores indirectos de la ex-
presión de genes dependientes de ARE/EpRE (Figura 2).  

Por otro lado, cinasas como PKC [Huang et al., 2002] y PERK (protein kinase-like endoplasmic reticulum 
(ER) kinase) [Cullinan et al., 2003; Cullinan & Diehl, 2004] promueven la disociación del complejo Kea-
p1/Nrf2 a través de fosforilaciones, evitando el reconocimiento de la proteína por el proteosoma [Nguyen 
et al., 2004]. Se ha propuesto que otras cinasas también pueden estabilizar al factor de transcripción Nrf2. 
Por ejemplo, la inhibición de MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/kinase extracellular signal-
regulated kinase) disminuye la activación de Nrf2 inducida por tBHQ en células HepG2 [Nguyen et al., 
2003]; en tanto que el compuesto LY294002, inhibidor de la PI-3K (fosfatildilinositol 3-kinase) atenúa la 
estabilización de Nrf2 promovida por carnosol, lo que sugiere un posible papel de las MAPK/ERK y de 
PI-3K en la regulación del factor de transcripción [Martin et al., 2004]. En general, la fosforilación es im-
portante para la activación de Nrf2 e involucra a diferentes proteínas cinasas, cada una de las cuales tal 
vez está asociada con la regulación de la actividad específica del factor de transcripción relacionadas a 
distintas cascadas de señalización. 
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Figura 2 Inducción del factor de transcripción Nrf2. ERO: especies reactivas de 
oxígeno, P: fosforilación, SFN: Sulforafano.



3. ACTIVACIÓN DE Nrf2 EN DIVERSOS CONTEXTOS PATOLÓGICOS 

La activación del factor de transcripción Nrf2 representa una oportunidad terapéutica para tratar enferme-
dades asociadas con aumento en el estrés oxidante. En este trabajo se describen dos aproximaciones expe-
rimentales diferentes a nivel cardiaco, para evaluar si la activación de este factor de transcripción evita el 
daño que ocurre por un lado en una patología neurodegenerativa asociada a disfunción cardiaca y, por 
otro lado, en el daño por isquemia y reperfusión cardiaca. 

3.1 Envejecimiento y Enfermedad de Huntington 

El dramático incremento en el número de adultos mayores en las últimas décadas se asocia con el aumen-
to en el número de hospitalizaciones y el déficit en los sistemas de salud pública, debido a la mayor sus-
ceptibilidad de esta población a desarrollar diferentes condiciones patológicas [Silva-Palacios et al., 
2018]. Aunque se cree que el envejecimiento se debe a una pérdida gradual de la integridad genómica, 
proteómica y metabólica [Lewis et al., 2010], el mecanismo exacto que induce este deterioro aún se des-
conoce. El daño a la función mitocondrial y la sobreproducción de ERO fue una de las primeras propues-
tas consideradas desde los años 50´s como un determinante causal del envejecimiento [Harman, 1956]. 
Sin embargo, muchos grupos de investigación han puesto en tela de juicio la validez de la Teoría del En-
vejecimiento acuñada por el Dr. Denham Harman, ya que los resultados experimentales son incompatibles 
con las premisas de dicha teoría [Buffenstein et al., 2008; Pérez et al., 2009a, b]. Sorprendentemente, 
tampoco existen datos que apoyen un vínculo directo entre la reducción de la función mitocondrial y la 
esperanza de vida [Deepa et al., 2018]. Por el contrario, el grupo de la Dra. Holly van Remmen ha mos-
trado que ratones Sod2+/- presentan una función mitocondrial comprometida, sin acelerar su proceso de 
envejecimiento [van Remmen et al., 2003]. Más aún, un estudio por Dell´agnello et al. [2007] reportó que 
ratones Surf1-/- incrementan su esperanza de vida a pesar de una reducción dramática en la actividad del 
complejo IV mitocondrial. Por otro lado, la forma en que las células responden a los cambios del entorno, 
la nutrición y el estilo de vida, también esta definida por modificaciones en los genes que no se pueden 
atribuir a alteraciones de la secuencia de ADN. Estos cambios denominados epigenéticos, están regulados 
por variaciones en el estado redox [Jones, 2015]. Por lo que el interés en la función de las moléculas que 
producen o censan las variaciones redox en la célula, siguen generando un gran interés en el estudio de 
diferentes patologías y en el campo del envejecimiento.  

3.1.1 Enfermedad de Huntington: ¿Desorden neurocardíaco? 

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurológico cuya característica más conocida es la 
neurodegeneración prevalente en el núcleo estriado, los ganglios basales y la corteza cerebral (Figura 3), 
lo que produce síntomas neurológicos que engloban trastornos motores, cognitivos y psiquiátricos [Crit-
chley et al., 2018]. Además, es resultado de la expansión patológica de repeticiones CAG (citosina-adeni-
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na-guanina) trinucleótidas (que codifica a la poliglutamina, poliQ) en la proteína huntingtina (Htt) [Din-
kova-Kostova et al., 2018]. Aunque la patología cerebral es el marcador mejor estudiado de la EH, la Htt 
se expresa en muchos otros tejidos y órganos en mamíferos [Strong et al., 1993]. Evidencias recientes 
sugieren que la disfunción cardiaca juega un papel importante en la progresión de la enfermedad, por lo 
que ha sido identificada como un desorden multisistémico [Mielcarek, 2015]. Sumado a ello, el tema de la 
edad en la EH es importante ya que, si los defectos celulares relacionados con el envejecimiento “normal” 
son factores de riesgo para la patología, podrían constituir objetivos terapéuticos interesantes para retrasar 
el inicio y progresión de la enfermedad [Diguet et al., 2009].  

A la fecha no se conoce la función biológica de la Htt en el corazón ni en otros tejidos periféricos, inclu-
yendo el sistema nervioso central [Moffitt et al., 2009]. La expansión del CAG en el gen Htt conduce a 
cambios estructurales en la proteína mutada, generando agregados proteicos. La relación entre la Htt mu-
tada (mHtt) y la disfunción cardiaca se ha evaluado en diversos modelos animales (Figura 3). Por ejem-
plo, los ratones transgénicos con poliQ desarrollan insuficiencia cardiaca, ocasionando a los ratones 
muerte prematura (8 meses de edad) [Pattison et al., 2008]. En un estudio realizado por Melkani et al. 
[2013] usando a Drosophila melanogaster, se observaron arritmias e hipertrofia cardiaca junto con una 
disminución en la contractilidad. Otros grupos han descrito eventos cardiacos patológicos en animales 
pre-sintomáticos y en la etapa final de la enfermedad. Mielcarek et al. [2014a], observaron fibrosis e in-
cremento de núcleos apoptóticos en cardiomiocitos de ratones pre-sintomáticos. En el modelo denomina-
do BACHD (ratones que portan una construcción transgénica, bacterial artificial chromosome (BAC),) 
que cubre todo el gen humano de la mHtt [Clemensson et al., 2019]), se detectaron diferencias estructura-
les y funcionales en animales pre-sintomáticos desde los 3 meses de edad hasta su vejez (15 meses de 
edad). Además, los ratones jóvenes mostraron una sobre-regulación de la respuesta inmune pro-inflamato-
ria que contribuye a dichos cambios [Schroeder et al., 2016]. Recientemente, Joviano-Santos et al. [2019] 
demostraron que, cardiomiocitos provenientes de ratones BACHD (12 meses de edad) exhiben una mar-
cada disfunción electromecánica asociada con estrés oxidante y severas arritmias. Los ratones knock-in 
Q175 (que poseen una sola copia de la mutación en la posición 175 de la glutamina) desarrollan fibrosis 
en el septum interventricular y reducción del tamaño de los cardiomiocitos a medida que envejecen 
[Cutler et al., 2017]. Por otro lado, Wood et al., [2012] observaron cambios funcionales asociados con 
cardiomiopatía dilatada en ratones R6/2 (ratón transgénico que expresa el exón 1 del gen EH humano con 
aproximadamente 150 repeticiones CAG [Li et al., 2005]). Mientras que en el modelo HdhQ150 (ratones 
en los que la mutación se inserta en el gen Hdh, que codifica para la huntingtina en ratón) con 150 repeti-
ciones de glutamina [Menalled & Chesselet, 2002]) se apreció disfunción contráctil [Mielcarek et al., 
2014b]. Finalmente, ratones R6/1 (ratón transgénico que expresa el exón 1 del gen EH humano con apro-
ximadamente 115 repeticiones CAG [Li et al., 2005]) desarrollan bradi- y taquicardia, fibrilación auricu-
lar y muerte cardiaca súbita [Kiriazis et al., 2012].  
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A pesar de que los estudios epidemiológicos claramente identifican a la insuficiencia cardiaca como la 
segunda causa de muerte más común en estos pacientes (la primera es el suicidio), incluyendo a aquellos 
mayores de 60 años [Lanska et al., 1998; Zielonka et al., 2014], existen muy pocos estudios sobre las cau-
sas de la disfunción cardiaca en estos pacientes, dado que esta patología se ha descrito como un desorden 
exclusivamente neurológico. Sin embargo, se ha observado que en el suero de personas afectadas por la 
EH, incrementan los catabolitos de nucleótidos y disminuyen los niveles de adenosina [Toczek et al., 
2016a]. Estos metabolitos representan los primeros biomarcadores identificados que se relacionan con la 
disfunción del músculo estriado en EH, en estudios pre-clínicos y clínicos. Además, este mismo grupo de 
investigación ha sugerido que la mHtt podría disminuir el metabolismo de nucleótidos a nivel transcrip-
cional en el corazón [Toczek et al., 2016b]. De manera importante, la mHtt interactúa con genes regulado-
res como las desacetilasas de histonas (importantes para los cambios de expresión génica) en la EH y en 
algunas cardiomiopatías [Piotrowska et al., 2017]. Otro estudio clínico realizado por Stephen et al. [2015] 
en una cohorte de pacientes tempranamente sintomáticos, reveló disfunción cardiaca, bradicardia, y/o pre-
sencia del intervalo QT prolongado, lo que puede conducir a arritmias y a falla cardiaca. Cankar et al. 
[2018] reportaron un incremento en las variables del electrocardiograma avanzado (intervalo QT) en dife-
rentes etapas de la enfermedad, asociado con arritmias ventriculares malignas. En otro estudio, Kobal et 
al. [2017] encontraron una rigidez arterial significativamente mayor en etapas tempranas y pre-sintomáti-
cas de la enfermedad, así como un incremento en el espesor de la íntima media. Mientras que, en varios 
reportes con cohortes pequeñas de pacientes sintomáticos se reporta que éstos presentan actividad cardio-
vagal aumentada [Andrich et al., 2002], frecuencia cardiaca reducida [Melik et al., 2012] y presión diastó-
lica baja [Kobal et al., 2010].  
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Figura 3 Enfermedad de Huntington como un desorden multisistémico



3.1.2 Modelo farmacológico de la EH: ácido 3-nitropropiónico 

Se ha propuesto que la disrupción del metabolismo energético mitocondrial es un mecanismo bioquímico 
común entre la exposición a ciertas toxinas ambientales y el inicio de diferentes enfermedades neurode-
generativas. Por lo que los modelos excitotóxicos más comunes, como los de ácido kaínico, ácido iboténi-
co y el ácido quinolínico, afectan la función mitocondrial induciendo muerte celular tras su instilación 
intracerebral [Gunčová et al., 2011]. El ácido 3-nitropropiónico (3-NP), compromete la función mitocon-
drial, reduce la producción de energía e induce de manera efectiva cambios neuroconductuales específicos 
y lesiones estriatales selectivas en ratas y primates no humanos que imitan a los de la EH [Lee & Chang, 
2004; Hariharan et al., 2014] por lo que es un modelo farmacológico muy utilizado de esta enfermedad. 
Los animales tratados con 3-NP presentan rápidamente anormalidades motoras específicas y déficit cog-
nitivo (incluyendo déficit de memoria). Estas anomalías de comportamiento incluyen bradicinesia, hi-
poactividad seguido de hiperactividad y, finalmente, recumbencia en la condición más grave. Dichos 
cambios de comportamiento surgen debido a las lesiones selectivas del estriado producidas por 3-NP 
[Beal et al., 1993a; Brouillet et al., 1993; Borlongan et al., 1997; Alexi et al., 1998; Brouillet et al., 1998, 
1999; Lee & Chang et al., 2004]. 

3.1.2.1 Breve historia del ácido 3-nitropropiónico 

El 3-NP y sus derivados son nitrocompuestos alifáticos universalmente distribuidos en plantas tóxicas 
como Astragalus e Indigofera endecaphylla identificadas en 1954 [Alston et al., 1977; James et al., 
1980]. Sin embargo, no fue hasta los años 80´s, en que se reportó que la ingesta de caña de azúcar conta-
minada con el hongo Arthrinium era la responsable del desarrollo de una encefalopatía aguda en niños, 
generándoles necrosis simétrica bilateral de los ganglios basales y -en algunos individuos- distonía irre-
versible [Hu, 1986; He, 1987; He et al., 1995]. El almacenamiento en condiciones de humedad promueve 
el crecimiento fúngico en el cuerpo de la caña y quienes consumen dicha planta, pueden desarrollar sín-
tomas gastrointestinales, pero raramente desórdenes del SNC; sin embargo, los niños pueden mostrar sig-
nos de una severa encefalopatía [Sabri et al., 2000]. En su momento, se informó de más de 884 casos des-
pués de la intoxicación con la caña contaminada, de los cuales 88 murieron por intoxicación [He, 1987]. 
La característica clínica primaria de todos los casos fue irritación gastrointestinal con un inicio abrupto. 
La afectación del SNC generalmente se manifestó como pérdida de la conciencia, convulsiones frecuen-
tes, reflejos plantares extensores o anomalías en el electroencefalograma, lo que indicaba encefalopatía 
[Liu, 1986]. En pacientes moderadamente afectados, mirada forzada hacia arriba, desviación conjugada 
de los ojos y movimiento incontrolable e involuntario de los ojos (nistagmo) son hallazgos frecuentes. En 
casos graves, el desarrollo de distonía retardada es una característica común. Las particularidades del sín-
drome distónico después de la encefalopatía aguda inducida por la caña de azúcar con moho son: apari-
ción de coma, retraso en la aparición de distonía luego de recuperar la consciencia, movimientos involun-
tarios dramáticos, muecas faciales, atetosis sostenida, tortícolis espasmódica, espasmos de torsión, movi-
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mientos bruscos que asemejan a la corea o espasmos paroxísticos dolorosos en las extremidades y afasia 
motora o disartria no progresiva e irreversible. El análisis de escaneo en pacientes distónicos indicó hipo-
densidades bilaterales en el núcleo lenticular (mayormente en el putamen y en menos cantidad en el globo 
pálido), lo  que probablemente explica los síntomas extrapiramidales [He, 1987; Ludolph et al., 1991].  

3.1.3 Mecanismo de acción del ácido 3-nitropropíonico 

Tras ser administrado in vivo de forma oral o sistémica, el 3-NP compromete la función mitocondrial y 
reduce la producción de energía, además de causar lesiones estriatales semejantes a las encontradas tanto 
en roedores con la mHtt [Brouillet et al., 1999; Brouillet, 2014], como en pacientes con Huntington [Gu et 
al., 1996]. Selectivamente, causa la degeneración de neuronas espinosas medianas en el estriado, las cua-
les constituyen del 90-95% de todas las neuronas estriatales [Gu et al., 1996], lo anterior sumado a la to-
xicidad cardiaca [Gabrielson et al., 2001; Hernández-Echeagaray et al., 2011].  

La estructura química del 3-NP es isoelectrónica al sustrato de la succinato deshidrogenasa (SDH) (Figu-
ra 4a); por lo tanto, inhibe la actividad de este complejo mitocondrial. En la cadena respiratoria normal, la 
enzima SDH oxida el succinato a fumarato y sirve como punto de entrada de electrones a la cadena respi-
ratoria a nivel del ubiquinol durante la síntesis de ATP (Figura 4c) [Alexi, 1998]. La SDH, también lla-
mada complejo II (CII) de la CTE, se compone de una gran subunidad de flavoproteína que contiene un 
flavín adenín dinucleótido unido covalentemente a la proteína, tres diferentes centros Fe-S y dos pequeñas 
subunidades de anclaje de membrana (cadena C y D) ligando un único grupo hemo de tipo B [Huang et 
al., 2006]. Alston et al. [1977] propusieron que el nitrógeno (N5) de la flavina interactúa con el 3-NP for-
mando un aducto estable, inactivando al complejo permanentemente (Figura 4b). Sin embargo, también 
se ha descrito que la forma dianión del 3-NP se une a la SDH produciendo su forma oxidada (3-nitroacri-
lato) y que éste puede actuar de dos maneras: (a) reaccionando con una cisteína esencial de la SDH, blo-
queando irreversiblemente su actividad [Alexi, 1998] y (b) reaccionando con la Arg297 en el sitio activo de 
la SDH, formando un aducto cíclico que inactiva al complejo II [Huang et al., 2006]. 

En el cerebro, los eventos celulares generados por el 3-NP se describen en la Figura 5. Tras la inhibición 
de la SDH con 3-NP en la mitocondria, se induce la depleción de ATP previniendo la salida de Na+ y Ca2+ 
de las neuronas, conllevando a la despolarización de las células. La pérdida del potencial de membrana 
remueve al Mg2+ que mantiene bloqueado a los receptores NMDA (N-methyl-D-aspartate) permitiendo la 
entrada de calcio [Beal et al., 1993b; Lee & Cheng et al., 2004]. El Ca2+ extracelular puede también entrar 
a las células vía receptores no-NMDA, tal como receptores AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxa-
zolepropionate) y los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCCs). El influjo de calcio extracelular 
induce un marcado incremento de [Ca2+]i, el cual conduce a la producción de ERO y óxido nítrico (NO), 
vía la enzima sintasa de óxido nítrico (NOS) [Brouillet, et al., 2005]. El NO, secundario a la activación de 
la NOS, puede reaccionar con el anión superóxido formando peroxinitrito (ONOO•), el cual disminuiría 
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aún más el contenido de ATP celular [Lee & Chang, 2004]. El Ca2+ puede entrar a la mitocondria, condu-
ciendo a una mayor producción de ERO, depleción de ATP y la inducción del poro de la transición mito-
condrial (mPTP) [Pang & Geddes, 1997]. La inducción de dicho poro resulta en la liberación de citocro-
mo c junto con la subsecuente activación de las caspasas; en tanto, las calpaínas inducen el rompimiento 
de una gran cantidad de proteínas, todo lo cual produce daños irreversibles y eventualmente la muerte 
neuronal [Brouillet et al., 2005; Túnez et al., 2010]. Además, el 3-NP tiene la capacidad de disminuir la 
actividad del complejo III mitocondrial (CIII) [Bacsi et al., 2006; Orozco-Ibarra et al., 2016]. Pandey et 
al. [2008] demostraron que el complejo I mitocondrial (CI), también es susceptible al 3-NP en neuronas. 
Por lo tanto, la inhibición de ambos complejos, conllevaría a una sobreproducción de ERO, potenciali-
zando el daño a mitocondrias y promoviendo la muerte celular.  

Aunque el mecanismo de daño por 3-NP no es del todo claro en el sistema cardiovascular, se ha reportado 
un incremento en la generación de O2•— inducida por Antimicina-A en presencia de sustratos del CI y una 
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Figura 4 Mecanismo de acción del ácido 3-nitropropiónico. (a) 
Comparación de la estructura química entre el 3-NP y el ácido succí-
nico. (b) Mecanismo de la inactivación de la SDH. (c) Ubicación de la 
SDH en la CTE y el ciclo de Krebs.



disminución de la oxidación de sustratos del CII. Por otro lado, Bacsi et al. [2006] señalan que la genera-
ción del O2•— está localizada en el sitio entre la poza de ubiquinol y el bloqueo por 3-NP en el CII. Ade-
más, el 3-NP induce la apertura del mPTP [Mirandola et al., 2010] e inhibe el consumo de oxígeno en 
mitocondrias cardiacas aisladas [Lopez et al., 1998]. En general, la neurodegeneración, e incluso la car-
diotoxicidad, inducidas por el 3-NP dan lugar a déficit energético, excitotoxicidad y EO [Liot et al., 2009; 
Cho & Kim, 2015]. 

3.1.4 Sobrevivencia celular: Papel del Nrf2 

Como hemos descrito en la primera parte, el Nrf2 regula aproximadamente 250 genes involucrados en la 
homeostasis celular [O´Connell & Hayes, 2015]. La disminución de la respuesta antioxidante dependiente 
de la edad se relaciona con una translocación nuclear reducida y/o pérdida de la estabilidad de Nrf2 [Saf-
dar et al., 2010; Silva-Palacios et al., 2016]. Interesantemente, algunos reportes indican que el ejercicio 
[Gounder et al., 2012], el tratamiento con ácido α-lipoico [Suh et al., 2004] y el tBHQ [Alarcón-Aguilar 
et al., 2014] restauran los niveles nucleares de Nrf2 en diferentes modelos. Por lo que no es sorprendente 
que investigaciones recientes centren su atención en la identificación de moléculas activadores de la vía 
Keap1/Nrf2. Muchas de ellas incluyen al sulforafano [Bai et al., 2015], ácido cafeíco [Lee et al., 2010], 
curcumina [Correa et al., 2013], resveratrol [Kim et al., 2018] y tBHQ [Alarcón-Aguilar et al., 2014]. La 
naturaleza protectora de éste último se ha evaluado en diversos modelos patológicos [Pérez-Rojas et al., 
2011; Fu et al., 2018]. El BHA es un compuesto fenólico ampliamente usado como un conservador en la 
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Figura 5 Eventos celulares relacionados con la toxicidad inducida por el ácido 3-nitro-
propiónico. En cerebro y corazón estos eventos incluyen: la perturbación de la homeosta-
sis del calcio, el incremento en las ERO y la producción de NO, la activación de caspasas, 
la sobrecarga de calcio mitocondrial y la apertura del mPTP, lo que induce daño y subse-
cuentemente la muerte celular.



industria alimentaria para preservar aceites y grasas [Abiko et al., 2011]. Una rápida O-desalquilación por 
las isoenzimas del citocromo P450 conducen a la producción del tBHQ [Verhagen et al., 1989]. Entre sus 
propiedades, la capacidad antioxidante del tBHQ brinda protección a animales y líneas celulares contra el 
daño oxidante, radiación y toxicidad de varios xenobióticos [Pérez-Rojas et al., 2011]. Varias líneas de 
evidencia sugieren que tBHQ puede activar al factor de transcripción Nrf2, cuya activación y la subse-
cuente sobre-regulación de sus genes blanco durante la exposición a tBHQ son atribuibles a la formación 
de bajos niveles de ERO (particularmente O2•— y H2O2) [Gharavi et al., 2007]. Sin embargo, Dinkova-
Kostova & Wang [2011] reportaron que el tBHQ por sí mismo no activa a Nrf2; más bien, su producto de 
oxidación (tert-butilbenzoquinona, tBQ) es quien lo induce debido a sus propiedades electrofílicas [Wang 
et al., 2010] (Figura 6). 
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Figura 6 Inducción de Nrf2 por tert-butilhidroquinona. El 
BHA sufre una O-desalquilación por las isoenzimas de cito-
cromo P450 produciendo tBHQ, el cual se auto-oxida a 
tBQ. Las reacciones redox en la conversión de tBHQ a tBQ, 
conducen a la producción de O2•— y H2O2. Tanto la modifi-
cación oxidativa como la covalente, son las dos de las pro-
puestas que explican la activación de Nrf2.



3.2 Isquemia-Reperfusión cardiaca 

Otro fenómeno asociado al aumento en las ERO, y en el que podría participar Nrf2, es la isquemia-reper-
fusión (I/R). Este fenómeno subyace a muchos trastornos, especialmente al infarto agudo al miocardio 
(IAM). La lesión por I/R ocurre al interrumpir el suministro de sangre a un órgano; si bien la reperfusión 
del tejido isquémico es esencial para la supervivencia, también favorece la muerte celular a través de la 
generación de ERO mitocondriales [Pell et al., 2018]. El interés creciente en entender los mecanismos que 
engloban al daño por I/R, es dar pie a desarrollar herramientas que lo prevengan. En este sentido, la mo-
dulación de la producción de las ERO ha sido implicado como un mecanismo clave en la cardioprotec-
ción. Sin embargo, las estrategias basadas en antioxidantes han tenido una aplicación limitada (o casi 
nula) en los estudios clínicos [Rodrigo et al., 2014; Ekeloef et al., 2017], lo que se ha explicado en base a 
su impermeabilidad celular o acción espacio-temporal inadecuada [Penna et al., 2009]. Para sobreponer 
esta limitación, una estrategia alternativa ha sido estimular la respuesta antioxidante celular endógena. A 
este respecto, breves episodios no letales de I/R protegen contra los efectos deletéreos de la reperfusión; 
fenómeno conocido como acondicionamiento isquémico, estudiado en el corazón y en otros órganos [Ca-
brera-Fuentes et al., 2016; Hausenloy et al., 2016]. El acondicionamiento isquémico protege al miocardio 
vía la activación de cinasas de señalización contra el daño por reperfusión (RISK, reperfusion injury sal-
vage kinase) las cuales han sido extensamente estudiadas en cardiomiocitos [Frohlich et al., 2013]. Un 
estímulo particular que propicie el acondicionamiento de órganos como el corazón, podría involucrar pro-
gramas moleculares que produzcan tolerancia duradera (>24 hrs) contra la lesión isquémica. Sin embargo, 
la cardioprotección conferida por dicha estrategia, es un complejo sistema de sucesos cuyos mecanismos 
aún no se han resuelto totalmente [Hernández-Reséndiz et al., 2018b].  

3.2.1 Eventos celulares en la isquemia-reperfusión 

En su manifestación clásica, la privación del suministro de sangre puede provocar daño tisular al corazón 
debido a la falta de oxígeno y nutrientes necesarios para la producción de energía [Paradies et al., 2018]. 
La isquemia resulta en la pérdida de la función contráctil del corazón y el daño miocardial [Gottlieb, 
2011]. En tanto, la reperfusión oportuna restaura el flujo sanguíneo, el suministro de oxígeno y nutrientes, 
mejorando la función contráctil post-infarto y la sobrevivencia de los pacientes [Dongworth et al., 2014]. 
Paradójicamente, esta intervención podría resultar en inflamación y daño oxidante [Yellon & Hausenloy, 
2007; Eltzschig & Eckle, 2011] conduciendo a la muerte de los cardiomiocitos y una subsecuente lesión 
miocardial irreversible, fenómeno comúnmente llamado daño por reperfusión [Paradies et al., 2018]. 

3.2.1.1 Isquemia 

En los roedores, el infarto ocurre entre los 30 a 60 min de isquemia; mientras que, en el humano se esta-
blece a partir de los 20 a 40 min y puede desarrollarse entre las 8 y 12 horas [Schöming et al., 2005]. Se-
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senta segundos sin flujo sanguíneo, son suficientes para agotar las reservas de fosfatos de alta energía en 
forma de creatina cinasa activada por AMP (AMPK), que estimula la producción de ATP a través de la vía 
anaerobia para mantener la función de los canales iónicos [Paradies et al., 2014]. El cambio del metabo-
lismo hacia la glucolisis anaerobia, conduce a la acumulación de lactato y a la acidificación citosólica (de 
≈6.6 a 5.8 de pH) [Gottlieb, 2011]. En general, al incrementar el tiempo de la isquemia, se da una pérdida 
del funcionamiento de bombas y canales iónicos así como una sobrecarga de Ca2+ en los cardiomiocitos 
(estado de hipercontractura) [Maack & O´Rourke, 2007]. Además, dicha sobrecarga contribuye a la alte-
ración de la membrana plasmática y, finalmente, a la necrosis celular [Piper et al., 2006] (Figura 7). A 
este respecto, un estudio reciente destaca la importancia del flujo de calcio mitocondrial vía el intercam-
biador Na+/Ca2+, cuya ablación conduce a una repentina muerte [Luongo et al., 2017]. A pesar de la au-
sencia de oxígeno y nutrientes, el pH ácido mantiene cerrado el mPTP, cuya apertura se relaciona con la 
muerte celular [Crompton et al., 1999] y con el inicio de cascadas apoptóticas debidas a la liberación de 
citocromo c desde la mitocondria [Zhang et al., 2016].  

3.2.1.2 Reperfusión 

La restauración oportuna del flujo coronario es un requisito indispensable para salvar al miocardio del 
infarto, ya que permite corregir los cambios metabólicos ocurridos durante la isquemia [Silva-Palacios et 
al., 2016]. A nivel celular, la reperfusión temprana re-establece el pH extracelular debido al lavado de H+ 
y ácido láctico, este evento favorece la actividad del intercambiador Na+/H+ y, por lo tanto, la entrada de 
Na+. El Na+ es eliminado vía la Na+/K+ ATPasa y por el intercambiador de Na+/Ca2+, lo que hace que se 

acumule el Ca2+   que puede contribuir a la lesión por reperfusión [Boengler et al., 2018]. (Figura 7). 

3.2.1.3 Lesión por reperfusión  

Los cambios metabólicos y estructurales deletéreos que potencialmente pueden inducir muerte celular, 
como consecuencia de la re-apertura del segmento epicárdico de la arteria relacionada con el infarto, se 
conocen como daño por reperfusión. Luego de la entrada de oxígeno y nutrientes, el aumento en la dispo-
nibilidad de ATP y la restauración del pH favorecen los eventos deletéreos en dicha lesión [Paradies et al., 
2018]:  

A. Estrés oxidante: La reducida disponibilidad de oxígeno durante la isquemia altera la OxPhos con-
duciendo a la despolarización de la mitocondria, la depleción de ATP e inhibición de la función 
contráctil. En ratas con isquemia, la generación de ERO se incrementa rápidamente debido a la re-
entrada de sangre oxigenada [Zhu & Zuo, 2013]. Alrededor del 0.2-2% del oxígeno absorbido por 
las células se convierte en ERO [Boveris et al., 1972; Chen & Zweier, 2014]. De hecho, valores de 
6.1 ± 0.4 µM durante la isquemia y un aumento durante la reperfusión (11.4 ± 0.6 µM) vs. un gru-
po control (4.7 ± 0.5 µM), fueron los primeros en ser reportados [Zweier et al., 1987]. Aunque el 
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CI y el CIII generalmente se consideran los principales sitios de producción de ERO en el daño 
por reperfusión, estudios recientes sugieren que el CII puede ser un sitio adicional de producción 
de dichas especies. Chouchani et al. [2014] demostraron que, la producción de O2•— ocurre debido 
a la acumulación de succinato y su rápida oxidación por el transporte de electrones reverso al co-
mienzo de la reperfusión [Quinlan et al., 2012]. Además, la inhibición de la SDH preserva la fun-
ción mitocondrial y reduce la lesión por I/R en el miocardio [Valls-Lacalle et al., 2016].   

B. Sobrecarga de Ca2+: La activación de la bomba dependiente de ATP del SR o SERCA, temporal-
mente puede secuestrar y almacenar el Ca2+ en exceso; sin embargo, si la concentración de calcio 
rebasa la capacidad del SR, inicia un ciclo de liberación y re-captación de este ion causando un 
estado de hipercontractura de las miofibrillas [Luongo et al., 2017]. Durante la I/R, un incremento 
de Ca2+ citosólico conduce la entrada del ion en la mitocondria a través del uniportador de Ca2+ 
mitocondrial (MCU, [Ca2+]mit) llevando a la activación del mPTP y, posteriormente, a la muerte 
por necrosis [Hunter & Haworth, 1979; Griffiths & Halestrap, 1993]. Recientemente, se ha descri-
to que ratones knock out de MCU  (MCU-/-) [Pan et al., 2013] o que expresan un MCU dominante 
especifico de corazón [Rasmussen et al., 2015] no se protegen del daño por reperfusión. Además, 
Parks et al. [2018] indicaron que mitocondrias MCU-/- incrementan la fosforilación de CypD-S42, 
disminuyendo la sensibilidad al Ca2+ y permitiendo la activación del mPTP en ausencia de un au-
mento del calcio en la matriz.  

C. Apertura del mPTP: El mPTP es un poro de gran conductancia [Boengler et al., 2018] cuya aper-
tura ocurre al inicio de la reperfusión [Morciano et al., 2017] induciendo hasta un 40% de la muer-
te celular [Di Lisa et al., 2001]. La sobrecarga de [Ca2+]mit, ERO, pH alto y un potencial de mem-
brana bajo son factores que favorecen su apertura [Boengler et al., 2018] contribuyendo, incluso, 
al desensamblaje de supercomplejos de la CTE e incrementando la formación de ERO durante la 
I/R [Jang et al., 2017; Ramírez-Camacho et al., 2018]. Desde hace 30 años, la ciclosporina A es 
usada como un regulador de su apertura [Crompton et al., 1988]. Sangliferina-A [Argaud et al., 
2005], Debio-25 [Gomez et al., 2007] y NIM811 [Lim et al., 2007] también protegen contra la 
lesión por reperfusión, inhibiendo al mPTP.  

D. Inflamación: La respuesta inflamatoria juega un papel crítico en el incremento del tamaño del in-
farto y el subsecuente remodelamiento del ventrículo izquierdo (LV, left ventricle) post-infarto 
[Ong et al., 2018]. El papel preciso de la inflamación al comienzo del infarto ha sido debatido 
desde los años 80´s [Engler & Covell, 1987]. Al inicio de la isquemia, se induce una respuesta 
pro-inflamatoria, mientras que en la reperfusión se exacerba contribuyendo a la muerte del car-
diomiocito y daño al miocardio que se manifiesta entre las 6 y 24 h post-reperfusión [Zhao et al., 
2000; 2001]. Iniciada la respuesta pro-inflamatoria a través de la acción concertada de varios pro-
cesos, incluyendo la producción de ERO en los primeros 2 a 10 min de la reperfusión [Vinten-
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Johansen, 2004], resulta en la liberación de citocinas, quimiocinas y neutrófilos en la región is-
quémica [Hernández-Reséndiz et al., 2018a; Ong et al., 2018]. La estimulación del factor de 
transcripción NF-κB (nuclear factor-kappa B) lleva a cabo la expresión de interleucinas como el 
factor de necrosis tumoral-α (TNFα), interleucina-1β (IL-1β) e interleucina-18 (IL-18) iniciando 
la respuesta inflamatoria [Toldo et al., 2018]. En modelos experimentales, la IL-1α es liberada de 
los cardiomiocitos dañados, mientras que la IL-1β se sobre-regula después del infarto. Por ejem-
plo, tanto la inhibición genética como la farmacológica de la IL-1, han mostrado reducir el tamaño 
del infarto y prevenir el remodelamiento del LV [Abbate et al., 2008]. La IL-6 (con papeles pro- y 
anti-inflamatorios) se libera después de la I/R [Gwechenberger et al., 1999], cuya modulación ha 
dado resultados controversiales. Por ejemplo, los ratones deficientes en IL-6 mantienen un área 
infartada similar [Fuchs et al., 2003] o incluso más pequeño [Jong et al., 2016] comparado con un 
ratón wild type. De forma similar, Hartman et al. [2016] mostraron que la administración del anti-
cuerpo del receptor de IL-6 (MR16-1) antes de la reperfusión, aumentó la remodelación del LV. 

3.2.2 Consecuencias clínicas del daño por reperfusión 

En la clínica, las consecuencias más criticas se clasifican como reversibles (arritmias y aturdimiento mio-
cárdico) e irreversibles (fenómeno de no-reflujo e incremento del tamaño del infarto). El miocardio atur-
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Figura 7. Eventos celulares en la isquemia/reperfusión. La formación y crecimiento de la placa ateromatosa genera un even-
to isquémico. Las alteraciones incluyen reducción del flujo sanguíneo y, por consecuencia, la reducción de nutrientes y la 
disponibilidad de oxígeno, favoreciendo la activación de la glucolisis anaerobia (principal fuente productora de ATP). La 
acumulación de lactato y protones (H+) proveniente de la hidrolisis del ATP produce ácidosis celular. El incremento intracelu-
lar de H+ activa al intercambiador Na+/H+ (NHE); este mecanismo y la inactivación de la Na+/K+ ATPasa incrementan los 
niveles de Na+ en el citoplasma. Finalmente, en respuesta a la sobrecarga de Na+, el intercambiador de Na+/Ca2+ (NCX) ex-
pulsa el sodio a costa de introducir Ca2+ a la célula. La reperfusión oportuna corrige los cambios metabólicos deletéreos que se 
echaron a andar durante la isquemia, como la ácidosis, al favorecer la actividad del intercambiador NHE y, por lo tanto, la 
entrada de sodio. En presencia de oxígeno se reactiva la OxPhos facilitando la síntesis de ATP, en presencia del cual el sodio 
citosólico es regulado por la Na+/K+ ATPasa o por el intercambiador NCX. SR: retículo sarcoplásmico, RyR: receptores de 
rianodina, SERCA: bomba de ATPasa de Ca2+ del SR, cit c: citocromo c [Modificado de Silva-Palacios et al., 2016]. 



dido se define como la disfunción mecánica temporal, pero con flujo sanguíneo normal. El no-reflujo o la 
obstrucción microvascular, es el término usado para describir la perfusión inadecuada de un segmento 
coronario sin que haya evidencia angiográfica de la obstrucción del vaso, cuya incidencia favorece la re-
modelación cardiaca y la re-incidencia del infarto [Reffelmann & Kloner, 2006]. Finalmente, el tamaño 
del infarto corresponde a la fracción de tejido necrótico que suma la muerte producida durante la isque-
mia y la reperfusión. 

3.2.3 Estrategias terapéuticas para aumentar la tolerancia a la isquemia 

3.2.3.1 Acondicionamiento isquémico

Originalmente propuesto por Murry et al. [1986] en un modelo canino, el pre-acondicionamiento isqué-
mico (IPC) es una de las formas más robustas y reproducibles de la cardioprotección ya que significati-
vamente atenúa la muerte miocárdica producida por la reperfusión. Desde su descripción inicial, se ha 
mantenido un interés sostenido en desentrañar sus mecanismos, con la esperanza de imitar farmacológi-
camente sus efectos benéficos. Sin embargo, y a pesar de la extensa investigación, nuestro entendimiento 
del mecanismo preciso del IPC aún está incompleto [Bøtker et al., 2018]. Periodos cortos y no letales de 
isquemia dan como resultado una lesión tisular atenuada durante la reperfusión posterior, la cual es la 
base principal del IPC. Sin embargo, y pese a sus efectos benéficos, en la clínica no se han logrado repro-
ducir los efectos protectores del tejido pre-acondicionado observado en animales [Petrowsky et al., 2006]. 
Los episodios cortos de isquemia aplicados antes de la reperfusión, denominado post-acondicionamiento 
(PostC), se asocian con una reducción del tamaño del infarto en el miocardio (Figura 8). A este respecto, 
un estudio piloto, prospectivo, aleatorizado, controlado y multicéntrico demostró que el PostC protege al 
corazón durante la angioplastia coronaria después de un IAM [Staat et al., 2005], asociado con una mejo-
ra en la función cardiaca hasta un año después del infarto [Thibault et al., 2008]. Pese a la extensión del 
concepto del PostC [Zhao et al., 2003] junto con, literalmente miles de estudios experimentales en varias 
especies y modelos que identificaron una multitud de cascadas de señalización [Heusch, 2015], hasta aho-
ra solo un estudio reciente ha logrado demostrar de manera inequívoca la cardioprotección en pacientes 
[Gaspar et al., 2018].  

3.2.3.2 Papel de las RISK y el factor de transcripción Nrf2

La disminución de la lesión por reperfusión mediante intervenciones mecánicas y farmacológicas conlle-

va a la cardioprotección [Rosenberg et al., 2018]. El acondicionamiento farmacológico previene la apertu-
ra del mPTP y limita la disrupción mitocondrial [Iliodromitis et al., 2015]. El pre-acondicionamiento re-
sulta en dos ventanas de protección; la primera ocurre de forma natural y transitoria después de 2 a 3 hrs 
del estímulo. La segunda ocurre 24 hrs después y dura aproximadamente 48 hrs debido a la producción de 
proteínas citoprotectoras [Heusch, 2013; 2015]. La fase temprana de la protección se induce a través de la 
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mitocondria, donde las ERO actúan como moléculas de señalización activando proteínas cinasas como 
Akt (serine/threonine kinase), ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2), tirosina cinasas y 
PKC. Mientras que, la fase de protección tardía se debe a la activación de factores de transcripción por 
estas cinasas, así como el reclutamiento de vías de señalización para atenuar el tamaño del infarto. Las 
dos principales rutas de pro-sobrevivencia son las RISK (que actúa a través de Akt y ERK1/2) y la ruta 
SAFE (survivor activator factor enhancement pathway) que se potencia a través de la cinasa activada por 
Janus (JAK) y STAT3 (transducer and activator of transcription 3) para reducir la lesión por reperfusión 
[Ibáñez et al., 2017] (Figura 8). Hausenloy & Yellon [Hausenloy et al., 2005], popularizaron el estudio de 
la ruta RISK al destacar sus efectos cardioprotectores a través de su activación por muchos agentes [Ong 
et al., 2015]. Por ejemplo, la estimulación de receptores acoplados a proteínas G activan a PI-3K, resul-
tando en la fosforilación de Akt, GSK-3 (glycogen synthase kinase-3), NOS endotelial, PKC y Bcl-2. Di-
versos trabajos indican que la inhibición de cinasas, impactan en la cardioprotección. Por ejemplo, el uso 
de queleritrina (inhibidor de PKC), así como la administración de Wortmanina y LY294002 (inhibidores 
de PI-3K) anulan la cardioprotección del PostC [Rana et al., 2015]. La cardioprotección dada por el IPC 
se ha relacionado con la activación tanto de las RISK, así como del factor de transcripción Nrf2 (Figura 
8). Por ejemplo, Zhang et al. [2013] evidenciaron la participación de PKC en la señalización de Nrf2 en 
un modelo ex vivo. Datos de nuestro grupo de trabajo, indican que este mismo mecanismo de protección 
se induce en la maniobra del PostC [Buelna-Chontal et al., 2014]. 

3.2.3.3 Sulforafano 

La activación de Nrf2 en este contexto, no solo se induce tras estas estrategias, sino que también funciona 
usando agentes exógenos con propiedades antioxidantes o bien moduladoras del estado redox. Particu-
larmente, el sulforafano (SFN, 1-isothiocyanato-(4R)-(methylsulfinyl butane) es una molécula lipófila 
alifática pequeña [Houghton et al., 2016]. Su precursor inactivo, la glucorafanina (Grn) y la enzima miro-
sinasa se encuentran en las plantas del género Brassica. Cuando la célula se rompe, la enzima convierte la 
Grn en SFN [Botti et al., 1995] (Figura 9a). El brócoli no solo es el único crucífero que produce SFN, 
pero si las cantidades más altas de Grn (alrededor 0.8-21.7 µmol/g) [Clarke et al., 2011]. En general, des-
pués de la conversión de glucosinolatos por la mirosinasa, los isotiocianatos se metabolizan a través de la 
ruta del ácido mercaptúrico. Al inicio, los isotiocianatos se conjugan con GSH en una reacción catalizada 
por GST. Le siguen reacciones de escisión sucesivas catalizadas por la γ-glutamiltranspeptidasa, cisteinil-
glicinasa y N-acetiltransferasa para producir SFN-N-acetilcisteína [Vanduchova et al., 2019]. 
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Las propiedades del SFN incluyen su capacidad de incrementar la expresión de enzimas antioxidantes y 
de fase II, así como la inhibición de la inflamación en diferentes contextos, incluyendo la I/R [Piao et al., 
2010; Bonetto et al., 2016]. El SFN pertenece a una de las nueve clases de activadores químicos de Nrf2 
[Dinkova-Kostova et al., 2004]; una de las características más importantes de esta molécula, es su alta 
reactividad química debido a la electrofilicidad del carbono central del grupo isotiocianato, el cual rápi-
damente reacciona con los grupos sulfhidrilos [Dinkova-Kostova et al., 2017]. Hu et al. [2011] indicaron 
que la Cys151 es una de las cuatro cisteínas preferencialmente modificadas por SFN, causando la disrup-
ción del complejo Keap1/Nrf2, inhibiendo la ubiquitinación y degradación proteosomal de Nrf2 [Yang et 
al., 2016]. Como se ha discutido a lo largo de este trabajo, una vez libre el Nrf2 se transloca al núcleo 
para activar genes regulados por ARE [Mukherjee et al., 2010; Bai et al., 2015]. La liberación de Nrf2 de 
su represor puede llevarse a cabo después de la fosforilación por MAPK [Yu et al., 2010] y PKC [Huang 
et al., 2002], algunas de las cuales han sido señaladas como blancos del SFN [Bai et al., 2015; Xin et al., 
2018] (Figura 9b). Por ejemplo, Leoncini et al. [2011] demostraron que SFN activa tanto a Akt y a 
ERK1/2 confiriendo citoprotección contra el daño oxidante inducido por H2O2 en cardiomiocitos. Por otro 
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Figura 8 Cascadas de señalización activadas por el post-acondicionamiento isquémico. GPCRs: 
Receptores acoplados a proteínas G, TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral. 



lado, se ha reportado que SFN activa a PI-3K [Yu et al., 2016], p38 [Keum et al., 2006] y JNK [Forster et 
al., 2014] en diferentes contextos experimentales. 
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Figura 9 Inducción del Nrf2 por sulforafano. (a) Reacción de la mirosinasa y la inter-
conversión a sulforafano. (b) Activación de Nrf2 por sulforafano y el papel de las vías de 
señalización.



II. Justificación de ambos modelos 
Las afecciones a nivel cerebral y cardiaco se posicionan en la cima de la pirámide como las principales 
causas de muerte en el mundo. Sólo en México, el 50% y el 22% de las defunciones fueron a causa de 
enfermedades cardiovasculares (ECV) y cerebrales, respectivamente. De manera importante, 8 de cada 10 
personas que fallecieron (por cualquiera de ambas causas) tenían 60 años o más. Es por ello que en este 
trabajo decidimos abordar el problema con dos aproximaciones experimentales muy diferentes, pero ba-
sadas en la regulación redox y la participación de Nrf2, las cuales dieron lugar a un artículo de investiga-
ción y dos artículos de revisión.  
Por un lado, la enfermedad de Huntington es una patología de difícil diagnóstico y se ha determinado que 
las enfermedades del corazón son la segunda causa de muerte en estos pacientes. Por lo tanto, en este tra-
bajo surge el interés de esclarecer si en ratas viejas con neurodegeneración co-existe la disfunción cardia-
ca asociada a la producción de ERO y de ser así, determinar si las células cardiacas son capaces de activar 
al factor de transcripción Nrf2 como mecanismo de protección luego del daño oxidante inducido por el 
ácido 3-nitropropiónico (3-NP).  
En una segunda aproximación, para evaluar si la activación de este factor representa una oportunidad te-
rapéutica para tratar enfermedades asociadas con el aumento en el estrés oxidante, utilizamos el modelo 
de daño por isquemia y reperfusión cardiaca in vivo, usando ratas sometidas a post-acondicionamiento 
isquémico (PostC) y tratadas con sulforafano (SFN), dos estrategias de protección que podrían converger 
en la activación de Nrf2 como posible mecanismo de cardioprotección.  
La idea de usar dos modelos distintos, usando agentes que modifican el estado redox, es demostrar que la 
activación de Nrf2 es un mecanismo general de protección en el corazón.  
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III. Hipótesis general de ambos modelos 

El factor de transcripción Nrf2 es una de las principales proteínas involucradas en la respuesta antioxidan-
te, por lo que, se espera que al activarlo mediante la administración de diferentes moléculas, confiera pro-
tección cardiaca ante diferentes estímulos que induzcan daño oxidante. 

Hipótesis particular 
1. El pre-acondicionamiento con tBHQ inducirá cardioprotección tanto a animales adultos como en viejos 

al activar al factor de transcripción Nrf2 luego del daño oxidante producido por 3-NP. 

2. El SFN reducirá el daño cardiaco estimulando la respuesta antioxidante via la activación de Nrf2 en 
corazones sometidos a isquemia y reperfusión.  

A partir de aquí, la tesis se dividirá en dos y se describirán los resultados obtenidos en cada uno de mode-
los experimentales de manera independiente, iniciando por el planteamiento de los objetivos y la descrip-
ción de la metodología utilizada en cada modelo. 
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IV. Modelos estudiados  

1. Daño cardiaco en un modelo de la enfermedad tipo Hun-

tington en ratas envejecidas: Papel de las especies reactivas 

de oxígeno 
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V. Objetivos 

1.1.1. General 

Evaluar si la disfunción cardiaca co-existe con la neurodegeneración inducida por 3-NP y si el factor de 
transcripción Nrf2 podría ser inducido farmacológicamente por tBHQ en ratas viejas. 

1.1.2 Particulares 

a. Evaluar la función y morfología del corazón de ratas adultas y viejas en todos los grupos experi-
mentales. 

b. Evaluar marcadores de daño por estrés oxidante en tejidos cardiacos de ratas adultas y viejas de 
los diferentes grupos experimentales. 

c. Evaluar el efecto del pre-acondicionamiento con tBHQ en la translocación y activación de Nrf2 
en ratas adultas y viejas en todos los grupos experimentales. 

d. Correlacionar el contenido de enzimas antioxidantes con la activación de Nrf2 en ratas adultas y 
viejas de los grupos experimentales. 
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VI. Material y métodos  
Esta investigación se llevó a cabo conforme a la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (US-NIH, NIH publicación 85-23, 1985) y aprobado 
por el Comité de Ética del Instituto Nacional de Cardiología, Ignacio Chávez. El trabajo experimental 
siguió las normas de la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio 
(NOM.062-ZOO-1999) y para la eliminación de los residuos biológicos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002).  

1.2.1 Animales 

Para esta parte del trabajo se usaron ratas albino Wistar (Rattus norvegicus) hembras adultas (9 meses) y 
viejas (24 meses), proporcionadas por una colonia cerrada del Instituto Nacional de Cardiología, Ignacio 
Chávez y de la Universidad Autónoma Metropolitana, Iztapalapa. Se emplearon un total de 39 ratas adul-
tas y 36 ratas viejas y se mantuvieron en cajas de acrílico (3 animales por caja) bajo condiciones estándar 
de temperatura ambiente (25 ± 3°C) y ciclos (12 h/12 h) de luz-obscuridad. Los animales fueron alimen-
tados con una dieta comercial (Rodent Chow, St. Louis, MO) y con agua ad libitum.  

1.2.2 Reactivos 

Los reactivos tert-butilhidroquinona (tBHQ), ácido 3-nitropropíonico (3-NP) y otros químicos fueron ad-
quiridos de Sigma-Aldrich (San Luis, MO). Los compuestos se disolvieron en solución salina isotónica 
(SSI) para su administración. El sistema de detección quimioluminiscente y el kit de Oxiblot™ se com-
praron de Millipore (Bedford, MA). Los kits para el ensayo de movilidad electroforética (EMSA) y la 
extracción de proteína nuclear fueron comprados de Thermo Scientific (Pierce Biotechnology, Rockford). 

1.2.3 Anticuerpos 

Todos los anticuerpos fueron obtenidos de fuentes comerciales y usados de acuerdo a las recomendacio-
nes del fabricante. Anti-Nrf2 (sc-722), anti-GST (sc-22755), anti-γ-GCS (sc-22755), anti-GAPDH 
(sc-27724) fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-HO-1 (#3391) de Bio-
Vision (Milpitas, CA), anti-MMP-2 (#13405) de Millipore (Bedford, MA) y anti-Colagenasa-III (#26310) 
de GeneTex (San Antonio, TX). Anti-GAPDH (sc-47724) o anti-actina fueron usados como controles de 
carga para la fracción citosólica y Lamina-A (ab26300, Abcam, Cambridge, MA) para las fracciones nu-
cleares. 
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1.2.4 Grupos experimentales 

Las ratas adultas y viejas se distribuyeron al azar en 4 grupos experimentales (n=3-6 animales indepen-
dientes) (Figura 10) como se describe a continuación: (1) Grupo control, ratas que recibieron únicamente 
SSI intraperitonealmente (i.p.) como vehículo durante 11 días; (2) Grupo tBHQ, ratas que recibieron SSI 
i.p. durante 4 días y luego tBHQ (100 mg/Kg/día) i.p. por 7 días; (3) Grupo 3-NP, ratas que recibieron 
SSI i.p. por 7 días y luego 3-NP (10 mg/Kg/2 dosis por día) i.p. por 4 días y (4) Grupo pre-acondicionado 
(PreC), ratas tratadas con tBHQ i.p. por 7 días, seguido del tratamiento con 3-NP (10 mg/Kg/2 dosis por 
día) i.p. por 4 días. Este esquema de tratamiento para generar daño con 3-NP se asocia con una degenera-
ción estriatal, genera síntomas de EH tal como el incremento de gliosis reactiva y un comportamiento mo-
tor hipoactivo. Tanto el esquema de pre-tratamiento con tBHQ como con 3-NP, se realizaron de acuerdo a 
nuestro trabajo previo del laboratorio [Silva-Palacios et al., 2017]. 

1.2.5 Evaluación de la función cardiaca por ecocardiografía 

Las ratas de los diferentes grupos fueron anestesiadas con una dosis baja de pentobarbital (1.9 mg/100g, 
i.p.) para realizar el análisis ecocardiográfico usando un ecocardiógrafo Sonos 550 (Koninlijke Phillips 
Electronics, Eindhoven, The Netherlands) y un transductor de 12 MHz de acuerdo a nuestro reporte pre-
vio [Hernández-Reséndiz et al., 2013]. El eje largo y corto paraesternal fueron analizados por ecocardio-
grafía en 2D en modo M, evaluando al menos 3 pulsos en cada rata. La cavidad y el espesor del LV fue-
ron determinados para poder calcular la fracción de eyección usando la fórmula: %FE = Y + [(100 − Y) • 
0.15), donde Y = [LVEDD2−LVESD2/LVEDD2] • 100 así como la fracción de acortamiento %FA = 
[(LVEDD−LVESD/LVEDD) • 100], donde LVEDD es la dimensión del LV al final de la diástole y 
LVESD es la dimensión del LV al final de la sístole [Stein et al., 2007]. Al final, se permitió que los ani-
males se recuperaran por algunos días antes de su eutanización, para la extracción del tejido cardiaco.  

1.2.6 Análisis histológico 

Los animales se anestesiaron con pentobarbital (5mg/100g, i.p.) y la respuesta a la pérdida del dolor se 
evaluó determinando el reflejo del pedal. Los corazones y los pulmones fueron extraídos y pesados, para 

  !46

Figura 10. Esquema de tratamientos administrados a animales adultos y viejos. Ct: Grupo 
control; SSI: solución salina isotónica.



realizar el cociente con respecto al peso corporal para el análisis de la función cardiaca. El tejido cardiaco 
se fijó en p-formaldehído al 4% por 48 horas, se embebió en parafina y se seccionó en un micrótomo de 
rotación Leica RM 2125RT (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Las secciones del tejido cardiaco (2 
µm de espesor) se tiñeron con hematoxilina-eosina (H&E) o tricrómico de Masson. El LV de los tejidos 
se analizaron usando un Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una cámara integrada Zeiss Axiocam 
ERc 5S (LLC, US). 

1.2.7 Marcadores de daño por estrés oxidante  

Proteínas. Los grupos carbonilos se detectaron usando el Kit Oxiblot Protein Oxidation Detection (Milli-
pore, Billerica, MA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La intensidad de las bandas fue digi-
talmente cuantificada usando el software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska). Lí-
pidos. El análisis de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) se usó para evaluar la lipo-
peroxidación en homogenados de corazón de acuerdo a Persky et al. [2000]. El aducto MDA • TBA en el 
sobrenadante se detectó a 532 nm en un Beckman DU-65 Spectrophotometer (Brea, CA). Las concentra-
ciones de MDA se calcularon en función de una curva estándar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano y los resul-
tados se expresaron en TBARS nmol/mg proteína. Niveles de GSH reducido. La determinación de los ni-
veles de GSH se realizó de acuerdo a Buelna-Chontal et al. [2014]. Los cambios en la fluorescencia se 
midieron a una longitud de onda de 385 nm y 478 nm de excitación y emisión, respectivamente en un es-
pectrofluorómetro Perkin Elmer LS 54 (Walthman, MA) a 37°C. Los valores obtenidos se compararon 
con una curva estándar de GSH y los resultados se expresaron como µM GSH/mg proteína. La concentra-
ción de proteína se determinó de acuerdo a Lowry et al. [1951]. 

1.2.8 Aislamiento de proteínas de las fracciones citosólicas y nucleares 

El ventrículo izquierdo (100 mg) se obtuvo al final de cada protocolo experimental. El tejido se congeló y 
se maceró con nitrógeno líquido usando un mortero con pistilo. Posteriormente, los tejidos pulverizados 
se disolvieron en 1 ml de buffer de lisis RIPA frío (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 
0.5% desoxicolato de sodio) y 10 µl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1mM) [Hernández-Reséndiz et al., 
2015] suplementados con inhibidor de proteasas (Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) y homogeni-
zados usando un homogeneizador Dounce en frío. Los homogenados fueron centrifugados a 11,000 × g 
por 15 min a 4°C, el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se almacenó a -70°C para los análisis 
posteriores. Las fracciones citosólicas y nucleares se obtuvieron con el Kit NE-PER® (Thermo Scientific, 
Rockford, IL) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y fueron almacenadas a -70°C. La concentra-
ción de proteína se determinó de acuerdo a Lowry et al. [1951]. 
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1.2.9 Análisis de Western blot 

Las proteínas (30-50 µg) de cada fracción fueron separadas en SDS-PAGE en geles de 10-15%, transferi-
das a membranas PVDF (Inmobilon®-P, Millipore, MA) e incubadas con anticuerpos primarios específi-
cos contra Nrf2 (1:200), GST (1:200), γ-GCS (1:200), HO-1 (0.5 µg/ml), MMP-2 (0.5 µg/ml) y Colá-
geno-III (1:1000). Las proteínas se visualizaron usando un sistema de detección quimioluminiscente (Mi-
llipore, MA). Cada membrana fue incubada con su respectivo control de carga (marcadores citosólicos y/
o nucleares: GAPDH/Actina (1:1000) y Lamina-A (1:1000), respectivamente). Todas las imágenes se ana-
lizaron usando un software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska).  

1.2.10 Ensayo de movilidad electroforética (EMSA) 

El ensayo EMSA se realizó de acuerdo a Buelna-Chontal et al. [2014]. Brevemente, el oligonucleótido 
biotinilado que contiene la secuencia del elemento de respuesta antioxidante (ARE: GATCTTTTATGCT-
CATGGTTT) (Accesolab, Ciudad de México) fue usado como el blanco del ADN. Proteínas nucleares 
(10 µg) se incubaron en un buffer de reacción de unión que contenía 50 ng/µl de poly (dI•dC), 0.05% No-
nidet P-40, 2.5% glicerol, 10 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0.05M KCl y 20 fmol de ARE marcado con Bio-
tina (B-ARE) por 60 min a temperatura ambiente. El ensayo de competencia se realizó adicionando un 
exceso de ARE no marcado por 30 min, antes de la adición de B-ARE. Posteriormente, las muestras se 
cargaron en un gel de poliacrilamida nativo al 10% pre-corrido por 60 min en buffer Tris-Borato-EDTA 
(TBE). Los complejos fueron separados a 100V y transferidos a una membrana de nylon cargada positi-
vamente en TBE a 380 mA por 30 min. El ADN transferido se entrecruzó a la membrana y la detección 
quimioluminiscente se realizó usando un conjugado estable de estreptavidina-HRP. El análisis de la unión 
Nrf2-ADN se llevó a cabo usando el software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, 
Nebraska).  

1.2.11 Análisis estadístico 

Los datos representan la media ± desviación estándar (DE) de al menos 3 experimentos independientes 
por cada protocolo experimental en triplicado. Los niveles de significancia (p≤0.05) se evaluaron a través 
de un análisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc por comparaciones múltiples usando 
una prueba de Tukey (GraphPad Prism versión 6.0).  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VII. Resultados 
1.3.1 Función cardiaca y análisis estructural 

Los ecocardiogramas representativos de ambos grupos de edad se muestran en la Figura 11. El peso del 
corazón, el peso corporal, la fracción de acortamiento y la frecuencia cardiaca incrementaron en los ani-
males controles viejos (p<0.01) (Tabla 1) en comparación con los animales adultos controles; mientras 
que la relación del peso del pulmón/peso corporal y la dimensión del ventrículo izquierdo al final de la 
sístole (LVESD) disminuyó en animales viejos del grupo control (p<0.01) al compararse con los animales 
adultos sin ningún tratamiento. Los datos ecocardiográficos fueron similares en todos los grupos de ani-
males adultos (Tabla 1). El tratamiento con 3-NP y tBHQ en animales viejos indujo una disminución del 
peso corporal, el peso del corazón y en el LVESD comparado con su propio grupo control (p<0.05, 
p<0.01). El espesor del septum interventricular y el peso del corazón incrementaron en el grupo PreC de  
animales adultos y viejos, pero ninguno de estos cambios se reflejó en la fracción de eyección, un indica-
dor de función cardiaca. Nuestros datos indican cambios a nivel estructural en el corazón sin comprome-
ter su función en los animales viejos.  

1.3.2 Histología cardiaca 

Puesto que existe la posibilidad de que las células tuvieran un umbral para la acumulación de daño antes 
de que se observe una alteración en la función del órgano, exploramos el efecto del 3-NP en ambos gru-
pos de edad a nivel celular. El análisis morfológico de las células cardiacas se realizó con la tinción de 
H&E. Las secciones del corazón del grupo control adulto mostraron una arquitectura normal de los car-
diomiocitos con núcleos colocados centralmente (Figura 12A), en tanto en el grupo control de animales 
viejos las células están alargadas (Figura 12B), en ambos grupos la organización de las fibras se preservo. 
Los corazones de los animales adultos o viejos suplementados con tBHQ no mostraron ningún cambio 
visible comparado con sus propios controles (Figura 12C y D); mientras que el tratamiento con 3-NP in-
dujo una mayor desorganización de las fibras en corazones adultos (Figura 12E) que en los corazones de 
ratas viejas (Figura 12F). La estructura cardiaca en el grupo PreC de animales adultos se mantuvo (Figu-
ra 12G) y tampoco hubo cambios aparentes en los corazones viejos (Figura 12H). Por lo tanto, conclui-
mos que la neurodegeneración y los efectos tóxicos directos inducidos por 3-NP en el miocardio de ratas 
viejas, no concurren con la disfunción cardiaca ni en ratas adultas ni viejas, mientras que el tratamiento 
con tBHQ no indujo cambios importantes en los animales viejos. Por otro lado, los principales componen-
tes de la matriz extracelular, colágena y fibronectina, se analizaron con la tinción de tricrómico de Mas-
son. Comparado con el grupo control adulto (Figura 12I), los animales viejos mostraron una fibrosis in-
tersticial superior (Figura 12J). El tratamiento con tBHQ indujo un ligero incremento en la fibrosis en 
animales adultos (Figura 12K), la cual se exacerbó en el tejido cardiaco de los animales viejos (Figura 
12L). También se observó fibrosis perivascular en animales viejos tratados con 3-NP (Figura 12M). Inter-
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esantemente, el pre-tratamiento con tBHQ (grupo PreC) incrementó la fibrosis en animales viejos (Figura 
12P), pero no en el grupo PreC adulto (Figura 12O) el cual mantuvo una apariencia similar a su propio 
control. 

 

  

Adultos Viejos

Parámetro Ct tBHQ 3NP PreC Ct tBHQ 3NP PreC

Peso corporal (BW, g) 247 ± 8 260 ± 13 250 ± 9 242 ± 19 385 ± 33 305 ± 31a 318 ± 26a 341 ± 48

Peso del corazón (HW, g) 1 ± 0.2 1 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1 ± 0.1 2 ± 0.4 1.1 ± 0.1b 1.1 ± 0.1b 1.2 ± 0.1b

HW/BW (g/Kg) 4 ± 0.4 4 ± 0.3 3.7 ± 0.6 4.3 ± 0.4 4.4 ± 1.14 3.6 ± 0.4 3.4 ± 0.6a 3.7 ± 0.7

Peso del pulmón (LW, g) 2 ± 0.1 2 ± 0.3 2 ± 0.3 2 ± 0.3 2.3 ± 0.8 2.1 ± 1.0b 1.8 ± 0.5b 2.03 ± 0.4

LW/BW (g/Kg) 9 ± 1 8 ± 0.5 7 ± 1 8.4 ± 1.8 6.5 ± 2.9 7 ± 3.4 5.7 ± 1.0 5.9 ±0.9

SIV (mm) 0.2 ± 0.01 0.2 ± 0.01 0.2 ± 0.01 0.18 ± 0.01b 0.2 ± 0.02 0.2 ± 0.02 0.2 ± 0.01 0.2 ± 0.01

LVEDD (mm) 5.4 ± 0.3 5.1 ± 0.2 5.1 0.1 5.1 ± 0.06 5.2 ± 0.5 4.5 ± 0.2 4.8 ± 0.4 5.2 ± 0.6

LVESD (mm) 3 ± 0.1 2.3 ± 0.5 2.6 ± 0.1 2.7 ± 0.2 2.6 ± 0.6 1.7 ± 0.4b 2.1 ± 0.5a 2.4 ± 0.5

Fracción de ejección (FE, %) 86 ± 2 90 ± 6 86 ± 3 86 ± 3 86 ± 8 94 ± 4 91 ± 4 90 ± 6

Fracción de acortamiento (%) 48 ± 2 59 ± 2 49 ± 4 48 ± 3 53 ± 10 62 ± 11 56 ± 7 54 ± 8

Frecuencia cardiaca (lat/min) 142 ± 6 127 ± 10 136 ± 2 143 ± 16 155 ± 22.8 137 ± 4.3 131 ± 18 145 ± 10.7

Parámetros funcionales (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) (n = 6) (n = 3) (n = 3) (n = 3)
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Figura 11 Efecto del tratamiento con 3-NP en la función cardiaca de animales adultos y viejos. Imágenes ecocar-
diográficas representativas (Ecos). SIV: septum interventricular, dimensión del LV al final de la diástole (LVEDD, 
flechas rojas) y sístole (LVESD, flechas amarillas).

Tabla 1 Parámetros estructurales y funcionales de animales adultos y viejos. Los datos representan la media ± DE, los números en 
negro indican p<0.01 vs. Ct Adulto. ap<0.05, bp<0.01 vs. su propio control.



1.3.3 Remodelación cardiaca 

El daño y la pérdida de la matriz extracelular del miocardio (MEM) son características importantes de la 
remodelación cardiaca asociada con la edad. Por ello y como un marcador de estos cambios, se evaluó el 
contenido de la metaloproteinasa-2 (MMP-2) en su forma latente y activa (Figura 13) en todas las condi-
ciones experimentales. Los niveles basales de MMP-2 activa fueron superiores (p<0.001) en los corazo-
nes de las ratas viejas controles (Figura 12B) que en las ratas adultas control (Figura 12A). La forma ac-
tiva incrementó hasta un 50% (p<0.001) después del tratamiento con 3-NP únicamente en los corazones 
adultos, pero no disminuyó con el pre-acondicionamiento con tBHQ.  

Ya que las alteraciones de colágena han sido relacionadas con cambios en la MEM, su contenido también 
se evaluó. Como se muestra en la Figura 13A y B, el contenido de colágena-III incrementó (p<0.001) en 
corazones viejos controles vs. los animales adultos controles, corroborando la activación de procesos de 
remodelación en el envejecimiento cardiaco. El tratamiento con 3-NP exacerbó hasta 10 veces el conteni-
do de colágena-III en corazones adultos (Figura 13E, p<0.001) en tanto el pre-acondicionamiento con 
tBHQ lo disminuyó (Figura 13A, p<0.001). Estos resultados correlacionan con los cambios en la organi-

  !51

Figura 12 Secciones del LV teñidas con H&E y tricrómico de Masson. Los cambios morfológicos del LV se analizaron con 
microscopia de luz (Barras = 40×) en animales adultos y viejos. Imágenes representativas de al menos tres experimentos inde-
pendientes por cada grupo.



zación de las miofibrillas antes observados (Figura 12E). Por otro lado, el tratamiento con 3-NP incre-
mentó los niveles de colágena-III en un 60% en los animales viejos comparado con su propio control, lo 
que se evitó parcialmente por el pre-acondicionamiento con tBHQ (Figura 13B y E). Estos resultados 
mostraron que la respuesta cardiaca al daño inducido por 3-NP y el pre-tratamiento con tBHQ difieren 
entre individuos adultos y viejos. 

1.3.4 Marcadores de daño por estrés oxidante 
Para correlacionar estos resultados con el daño oxidante, se midió la oxidación de proteínas y de lípidos, 
junto con los niveles de GSH. La Figura 14A muestra que el tratamiento con 3-NP aumenta la oxidación 
de proteínas (p<0.01) y de lípidos (Figura 14B, p<0.001) en los corazones de ratas adultas, sin ejercer 
ningún efecto en los corazones de animales viejos (Figura 14A y B). Por otro lado, el pre-acondiciona-
miento con tBHQ produjo una ligera disminución, aunque no significativa, en la lipoperoxidación de co-
razones adultos comparados con los animales viejos (Figura 14B). Sin embargo, en el grupo de mayor 
edad, el pre-acondicionamiento con tBHQ incrementó significativamente la oxidación de proteínas (Figu-
ra 14A). El contenido de GSH fue más bajo en el grupo control viejo que en corazones de animales adul-
tos controles (Figura 14C, p<0.05); mientras que los corazones de los grupos tratados con 3-NP y PreC 
adultos mostraron valores de GSH similares a sus propios controles. El pre-acondicionamiento con tBHQ 
disminuyó el contenido de GSH en ratas viejas (p<0.05) comparado con el tratamiento con 3-NP. Estos 
resultados sugieren que el estrés oxidante sostenido y el daño que se genera durante el proceso de enveje-
cimiento alcanzan un umbral  máximo que no permite observar un efecto del 3-NP.  
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Figura 13 Remodelación cardiaca en corazones de animales adultos y viejos. Imágenes representativas del contenido 
de metaloproteinasa-2 (MMP-2) y colágena-III en animales (A) adultos y (B) viejos, normalizados con GAPDH. El 
análisis densitométrico se realizó después de la detección quimioluminiscente de MMP-2 (C, D) y colágena-III (E). 
Los resultados se obtuvieron de 3-4 experimentos independientes, los datos se expresan como la media ± DE, 
ap<0.001 vs. Ct, bp<0.001, cp<0.001, dp<0.05 vs. 3-NP. Los asteriscos (*) indican p<0.001 vs. control Adulto.



1.3.5 Translocación nuclear de Nrf2 
Para determinar si la respuesta a estrés oxidante estimulada por el tratamiento con 3-NP en los corazones 
de las ratas adultas y viejas está relacionada con cambios en la regulación de Nrf2, evaluamos su expre-
sión y localización en el núcleo y citosol bajo los diferentes tratamientos. El análisis por Western blot in-
dica que los niveles de Nrf2 en homogenados cardiacos son similares entre los animales adultos y viejos 
(Figura 15A y B). Sin embargo, el contenido de Nrf2 nuclear disminuyó significativamente (p<0.001) en 
el grupo adulto tratado con 3-NP comparado con los grupos control y tBHQ, en tanto se recuperó 
(p<0.001) con el PreC (Figura 15C y E). Por el contrario, el grupo de 3-NP aumentó los niveles de Nrf2 
(p<0.05) en el núcleo de animales viejos (Figura 15D y E), lo que sugiere que, aunque la expresión de 
Nrf2 se mantiene durante el envejecimiento, la translocación es más eficiente dependiendo del estímulo y 
que el tBHQ ejerce una regulación diferente en los individuos adultos y viejos. 

1.3.6 Eficiencia de la unión Nrf2-ARE en los corazones de animales adultos y viejos 
Los extractos nucleares de los corazones de ambos grupos de edad se usaron para evaluar la unión de 
Nrf2 a ARE bajo las diferentes condiciones experimentales (Figura 16A). En animales adultos, el comple-
jo Nrf2-ARE disminuyó en el grupo 3-NP (p<0.05) en comparación con los grupos control y tBHQ (Fi-
gura 16B), pero se recuperó en el grupo PreC (p<0.01) en relación con el aumento en la translocación 
nuclear de Nrf2 (Figura 12) y con el aumento en la expresión de γ-GCS (p<0.05) y GST (p<0.001) (Fi-
gura 16). Por el contrario, la unión de Nrf2 a su secuencia consenso disminuyó en los corazones de todos 
los grupos de ratas viejas, siendo incluso más bajo que en el grupo control adulto (Figura 16B). Por lo 
tanto, la translocación de Nrf2 en ratas viejas aparentemente no está comprometida (Figura 15D y E), 
pero, aun así, el factor de transcripción no se une eficientemente a su secuencia complementaria (Figura 
16A), lo que evita la expresión de enzimas blanco de Nrf2 (Figura 16D). 
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Figura 14 Marcadores de daño por estrés oxidante. (A) Evaluación de proteínas oxidadas en homogenado de tejido cardiaco. 
Para los animales adultos: ap<0.05, bp<0.01, cp<0.001 vs. Ct. Para los animales viejos: dp<0.05 vs Ct. (B) TBARs en homo-
genado de tejido cardiaco, ap<0.001 vs. Ct. (C) Contenido de GSH, para los animales adultos ap<0.05 vs. Ct; para los anima-
les viejos bp<0.05 vs. 3-NP. Los datos representan la media ± DE de 4 experimentos independientes para cada grupo. 
*p<0.01, **p<0.001 vs. Ct adulto.  
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Figura 15 Contenido de Nrf2 en homogenado total, 
citosol y núcleo de corazones de animales adultos y 
viejos. Imágenes representativas del inmunoblot (A) 
y análisis densitométrico (B) del contenido de Nrf2 
en homogenado total. Los niveles de Nrf2 se evalua-
ron en la fracción nuclear (Fra Nuc) y citosólica (Fra 
Cit) de animales adultos (C) y viejos (D). (E) Análi-
sis densitométrico. Los resultados representan la 
media ± DE de 3-4 experimentos independientes de 
cada grupo. ap<0.05, bp<0.01, cp<0.001 vs. 3-NP. 
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Figura 16 Activación de Nrf2 y respuesta antioxidante en animales adultos y viejos. (A) Autoradiografía re-
presentativa del ensayo de movilidad electroforética de corazones adultos y viejos. Las lineas representan los 
grupos 1) Control, 2) tBHQ, 3) 3-NP y 4) PreC. (B) Análisis de la unión Nrf2-ADN obtenido por densitometría. 
Los resultados representan la media ± DE de 3-4 experiments independientes en cada grupo. Para los animales 
adultos: ap<0.05 vs. Ct, bp<0.01 vs. 3-NP y cp<0.001 vs. 3-NP para los animales viejos. *p<0.001 vs. Ct Adulto. 
El contenido de enzimas antioxidantes en animales (C) adultos y (D) viejos. (E) Análisis densitométrico de en-
zimas antioxidantes. Los resultados representan la media ± DE de 3-4 experiments independientes en cada gru-
po. ap<0.05, bp<0.001 vs. Ct, cp<0.01 vs. 3-NP.



VIII. Discusión 
Aunque la Enfermedad de Huntington (EH) está categorizada primariamente como una enfermedad neu-
rológica, se ha propuesto que puede ser un desorden sistémico [Sassone et al., 2009; van der Burg et al., 
2009] debido a que numerosos órganos periféricos y tejidos se afectan en estos pacientes [Phan et al., 
2009; Mielcarek, 2015]. Incluso, los mecanismos moleculares relacionados a la progresión del Hunting-
ton observados en el cerebro, también se aprecian en otros órganos. A este respecto, la cardiomiopatía 
dilatada ha sido observada en pacientes con EH tanto en etapas tempranas como tardías de la degenera-
ción neuronal [Piotrowska et al., 2017]. Además, la acumulación de metabolitos de adenina nucleótidos 
en el suero de estos pacientes se ha correlacionado con la disfunción cardiaca y el metabolismo alterado 
de nucleótidos en ratones con EH sintomáticos [Toczek et al., 2016a; Toczek et al., 2016b]. Otros estudios 
han asociado la patofisiología de la enfermedad con un incremento del estrés oxidante [Gu et al., 1996; 
Foguem & Kamsu-Foguem, 2016]. El aumento en la peroxidación de lípidos y los bajo niveles de GSH 
en el plasma de pacientes con EH han sido reportados como marcadores de confianza en la progresión de 
esta enfermedad [Stoy et al., 2005; Klepac et al., 2007]. Así mismo, se han usado herramientas terapéuti-
cas basadas en antioxidantes tanto in vitro, en modelos transgénicos o tóxicos de la EH, así como en pa-
cientes con la patología [Johri & Beal, 2012]. Por ejemplo, la N-acetil-L-cisteína disminuye la producción 
de ERO en células que expresan poliQ preservando su viabilidad [Vidoni et al., 2016].  

Por otro lado, la administración de la neurotoxina mitocondrial 3-NP mimetiza muchas de las característi-
cas patológicas en la EH. Induce lesiones en el caudado-putamen, incrementa el EO llevando a perdida 
neuronal y gliosis reactiva en modelos animales tales como ratas [Beal et al., 1993] y primates [Brouillet 
et al., 1999; Lee & Chang, 2004]. El uso del 3-NP como un modelo farmacológico de la EH en animales 
tiene varias ventajas, reproduce la patofisiología observada en pacientes [Mehan et al., 2017], cruza la 
barrera hematoencefálica rápidamente al ser administrado sistémicamente [Stavrovskaya et al., 2016] y su 
principal acción ha sido relacionada con la disfunción mitocondrial, en particular con la inhibición del CII 
y la generación de ERO [Liot et al., 2009].  

Estudios recientes en roedores jóvenes y adultos muestran que el tratamiento agudo con 3-NP promueve 
cambios morfológicos cardiacos, caracterizados por desorganización de sarcómeros y fibrosis [Gabrielson 
et al., 2001], disrupción de las bandas M [Hernández-Echeagaray et al., 2011], junto con incremento en la 
vasodilatación [Castillo et al., 1994] y bradicardia [Hong et al., 1990]. Aquí, reportamos que el tratamien-
to con 3-NP induce desorganización de las miofibrillas únicamente en los corazones adultos (Figura 12). 
Interesantemente, la función cardiaca se preservó en ambos grupos de edad (Tabla 1). Las discrepancias 
entre el daño observado en los estudios anteriores y el nuestro puede ser debido tanto a dosis más altas de 
3-NP usadas previamente (75-100 mg/Kg) así como a la cepa de los animales. Por ejemplo, Gabrielson et 
al. (2001) indicaron que la cepa de ratón 129SVEMS es mucho más sensible al 3-NP, con una tasa de so-
brevivencia del 20% vs. las cepas C57BL/6 y BALB/c. Sin embargo, es importante resaltar que, en nues-
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tro modelo, los animales desarrollaron características neurológicas de EH relacionadas a la última etapa 
de la enfermedad [Silva-Palacios et al., 2017]. A nivel celular, el tratamiento con 3-NP incrementó el es-
trés oxidante en el corazón de ratas adultas (Figura 14), aunque no se reflejó en la función cardiaca. Inter-
esantemente, dicho daño no fue observado en los individuos viejos (Figura 14), en quienes sólo cambios 
estructurales se apreciaron. En este sentido, nuestros resultados sugieren una mejor adaptación genética o 
que una respuesta hormética podría haberse establecido en los corazones de animales viejos, quienes es-
tán bajo un estrés sub-crónico a lo largo de la vida. El EO sostenido y la respuesta antioxidante podrían 
haber alcanzado un umbral máximo, que no puede ser superado por la acción del 3-NP (Figura 14). En 
años recientes, la hormesis ha ganado especial atención durante el proceso de envejecimiento [Luna-Ló-
pez et al., 2014] y se ha definido como “un proceso en el cual la exposición a dosis bajas de un agente 
químico o factor ambiental (que daña a dosis superiores) induce un efecto benéfico adaptativo sobre la 
célula u organismo” [Calabrese, 2008; Mattson, 2008; Hoffman, 2009]. Bajo ciertas circunstancias, nive-
les bajos de ERO (capaces de modificar el estado redox) pueden inducir una respuesta hormética activan-
do la respuesta de sobrevivencia y antioxidante, que puede resultar benéfica a largo plazo [Luna-López et 
al., 2010; Pan et al., 2011], ademas de ser resultado de diversos tipos y grados de exposición al estrés, a la 
etapa celular en la que se experimentó el ambiente estresante o debido a la duración de la exposición del 
estresor [Constantini et al., 2014]. 

Recientemente, Meng et al. [2017] propusieron un concepto llamado capacidad de respuesta a estrés re-
dox (RRC) para describir la capacidad que las células tienen para responder al estrés oxidante; específi-
camente generando una respuesta dinámica y mantener la homeostasis redox celular. El estrés oxidante es 
considerado la principal característica durante el proceso natural del envejecimiento y un mecanismo uni-
ficador de patologías relacionadas a la edad [Silva-Palacios et al., 2016]; sin embargo, algunos investiga-
dores han encontrado que los oxidantes podrían tener efectos benéficos al regular la esperanza de vida 
[Rodríguez et al., 2011] o al menos, evitar que el incremento de las ERO no acelere el proceso de enveje-
cimiento [van Remmen et al., 2003]. También se ha sugerido que el efecto del estrés oxidante en el enve-
jecimiento depende del ambiente especifico o de un estímulo particular [Salmon et al. 2010] y que bajo 
condiciones específicas la transcripción de genes antioxidantes puede ser fuertemente regulada. Nrf2 ha 
sido reconocido como el regulador maestro de la respuesta antioxidante y su pérdida o desregulación está 
asociada con varias patologías y en el envejecimiento [Kumar et al., 2016]. Datos controversiales sobre 
los mecanismos que conducen a la disfunción de Nrf2 en organismos viejos, incluyen la inactivación del 
factor en el citosol, la falla en su translocación nuclear o la disfunción en los mecanismos de expresión de 
sus genes blanco [Silva-Palacios et al., 2016, 2018]. En este sentido, un estudio reciente reportó que la 
translocación de Nrf2 hacia el núcleo está alterada en pacientes viejos [Gounder et al., 2012]. Otros repor-
tes indican que los niveles nucleares de Nrf2 en ratas viejas sujetas a ejercicio moderado alcanzan valores 
comparables a aquellos observados en ratas jóvenes [Done et al., 2016] y que la administración de α-áci-
do lipoico a ratas viejas activa la translocación nuclear de Nrf2 [Suh et a., 2004]. Nuestros resultados su-
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man evidencia a la propuesta de que la activación de la ruta Nrf2 podría permanecer intacta en animales 
viejos, al no encontrar diferencias entre los niveles nucleares de Nrf2 entre ratas adultas o viejas (Figura 
15). Sin embargo, la unión de Nrf2 a su secuencia ARE fue mayor tras el pre-acondicionamiento con 
tBHQ respecto a su propio control, sin cambios aparentes en el contenido de sus enzimas antioxidantes 
(Figura 16). Además, la respuesta hormética observada en las ratas viejas podría encajar en el concepto 
RRC recientemente descrito [Meng et al., 2017]. Nuestros hallazgos resaltan la prioridad de estudiar los 
activadores de Nrf2 como una terapia confiable para tratar enfermedades relacionas con la edad y hace 
obligatorio encontrar los enlaces faltantes en la señalización y regulación de Nrf2 durante esta etapa de la 
vida.  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IX. Modelos estudiados  

2. Daño por isquemia y reperfusión: Efecto del sulforafano en 

la activación del Nrf2 
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X. Objetivos 
2.1.1 General 

Comparar la eficacia del sulforafano (SFN) y la maniobra mecánica del post-acondicionamiento (PostC) 
en cuanto a la inducción de la vía de señalización de Nrf2 en un modelo in vivo de isquemia-reperfusión. 

2.1.2 Particulares 

a. Evaluar la función y morfología del tejido cardiaco de animales sometidos a PostC y SFN. 

b. Asociar el papel protector de ambas estrategias con la disminución del daño por estrés oxidante y la 
inflamación. 

c. Determinar la fosforilación de distintas cinasas (ERK1/2, GSK-3β, PI-3K y PKC) y su relación con la 
inducción de Nrf2 en animales post-acondicionados y/o tratados con SFN. 
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XI. Materiales y métodos 
Esta investigación se llevó a cabo conforme a la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (US-NIH, NIH publication85-23, 1985) y aprobado 
por el comité de ética del Instituto Nacional de Cardiología, Ignacio Chávez. El trabajo experimental ha 
seguido las normas de la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio 
(NOM.062-ZOO-1999) y para la eliminación de los residuos biológicos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002).  

2.2.1 Animales 

En este trabajo se usaron ratas albino Wistar (Rattus norvegicus) hembras adultas de 9-10 meses de edad 
(300-320 g) proporcionadas por una colonia cerrada en el Instituto Nacional de Cardiología, Ignacio Chá-
vez. Se emplearon un aproximado de 90 ratas, mantenidas en cajas de acrílico (3 animales por caja) bajo 
condiciones estándar de temperatura ambiente (25 ± 3ºC) y ciclos (12 h/12 h) de luz-obscuridad. Las ratas 
fueron alimentadas con una dieta comercial (Rodent Chow, St. Louis, MO) y con agua ad libitum.  

2.2.2 Reactivos y anticuerpos 

El sulforafano (SFN) y otros químicos fueron grado reactivo o superior y se adquirieron de Sigma-Al-
drich (San Luis, MO). El sistema de detección quimioluminiscente y el kit de Detección de oxidación de 
proteínas (Oxyblot™) se obtuvieron de Millipore (Bedford, MA). Mientras que el kit de extracción de 
proteínas nucleares se adquirió de Thermo Scientific (Rockford, USA). Los anticuerpos se obtuvieron de 
fuentes comerciales y se usaron de acuerdo a las recomendaciones del fabricante: Anti-Nrf2 (sc-722), 
anti-NQO1 (sc-376023), anti-p65 (sc-8008) y anti-Nitrotirosina (sc-32757) se compraron de Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-LC3 (NB100-2220) y anti-p62 (NBP1-48320) de Novus Biologi-
cals (Southpark, CO). Anti-fosfo-Nrf2 (ab76026), anti-fosfo-PKC (ab59411), anti-fosfo-PI-3K 
(ab182651) y anti-PI-3K (ab86714) de Abcam (Cambridge, MA). Anti-fosfo-ERK1/2 (#4376), anti-
ERK1/2 (#9102), anti-fosfo-GSK-3β (#5558), anti-GSK-3β (#5676) de Cell Signaling (Danvers, MA) y 
HO-1 (#3391) de BioVision (Milpitas, CA). Anti-GAPDH (sc-47724, Santa Cruz Biotechnology) o anti-
actina (no comercial) fueron usados como controles de carga en homogenados y fracciones citosólicas, 
mientras anti-Lamina A (ab26300, Abcam) se usó para normalizar las fracciones nucleares.  

2.2.3 Experimentos in vivo 

Las ratas se anestesiaron con 25mg/100g con pentobarbital de sodio y la falta de respuesta al dolor se eva-
luó determinando el reflejo del pedal. Se hizo una incisión en la línea media a lo largo del cuello seguido 
por una traqueotomía. Los animales fueron mecánicamente ventilados con un flujo bajo de oxigeno usan-
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do un ventilador para especies pequeñas (Harvard Apparatus, Holliston, MA) en una tasa de 70 respira-
ciones/min. Después de la toracotomía izquierda y la exposición del corazón, los parámetros hemodiná-
micos se evaluaron con un catéter presión-volumen (SPR-869, Millar Instruments, Houston, TX) inserta-
do en el ventrículo izquierdo. Los electrocardiogramas se registraron con el Animal Bio Amp (ADInstru-
ments, Spechbach, Germany) usando electrodos en las extremidades. Una vez que los registros se estabi-
lizaron, una sutura de nylon 6-0 se colocó alrededor de la arteria coronaria izquierda proximal y los ex-
tremos se pasaron a través de un pequeño tubo de plástico para formar una trampa, que se jaló para ocluir 
la arteria. La isquemia miocardial visualmente se confirmó después de la cianosis y se mantuvo por 30 
min, después la trampa se liberó y el corazón se reperfundio por 60 min. La frecuencia cardiaca, la pre-
sión del ventrículo izquierdo al final de la diástole (LVEDP) y la sístole (LVESP) así como la tasa de 
cambio máxima del incremento y caída de la presión del ventrículo izquierdo (±dP/dt) fueron continua-
mente registrados durante el procedimiento. La adquisición de datos y el análisis se llevaron a cabo con 
los softwares MPVS Ultra Foundation System y LabChart Pro de ADInstruments (Spechbach, Germany).  

2.2.4 Grupos experimentales 

Los animales se separaron al azar en 5 grupos (n= 3-5 animales independientes) (Figura 17): (1) Grupo 
Sham, animales que recibieron un procedimiento quirúrgico simulado, excepto que la arteria no se ligó; 
(2) Grupo isquémico-reperfundido (I/R60), ratas sujetas a 30 min de isquemia y 60 min de reperfusión; (3) 
Grupo post-acondicionado (PostC), ratas expuestas a restauración intermitente de suministro sanguíneo 
en tres ciclos de reperfusión-reoclusión (10 seg cada uno) después de la isquemia y la reperfusión prolon-
gada; (4) Grupo con SFN (SFN-P), animales que recibieron una inyección en la cavidad del LV con 500 
µg/Kg de SFN sin la maniobra y (5) Ratas pre-tratadas con SFN después de la inserción del catéter y pos-
teriormente sometidas a isquemia y reperfusión (SFN+I/R60). Al final de los protocolos, aproximadamente 
2 ml de sangre del seno coronario se colectó y se almacenó el ventrículo izquierdo a -70ºC para los expe-
rimentos posteriores.
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Figura 17 Grupos experimentales. Las flechas negras indican la aplicación del PostC, mientras 
que las flechas rojas la administración de SFN. E, estabilización. 



2.2.5 Medición del tamaño del infarto y examinación cardiaca 

El área infartada se evaluó de acuerdo a Hernández-Reséndiz et al. [2015]. Los corazones se lavaron en 
buffer frío (220 mM sacarosa, 10 mM HEPES, pH 7.3), se congelaron a -20ºC por 20 min y se realizaron 
4 cortes paralelos a lo largo del surco auriculoventricular. La necrosis miocardial se observó después de 
incubar los cortes con 1% de cloruro de trifeniltetrazolio durante 25 min a 37 ºC. El área no teñida (tama-
ño del infarto) se cuantificó con el software ImageJ (NIH, Bethesda, MD) y se comparó con el área de 
riesgo. Otros tejidos cardiacos se fijaron en 4% de p-formaldehído por 48 h, embebidos en parafina y se-
rialmente seccionados en un micrótomo de rotación Leica RM 2125RT (Leica Biosystems, Wetzlar, Ger-
many). Las secciones cardiacas (2 µm de espesor) se tiñeron con hematoxilina-eosina (H&E) y los ven-
trículos izquierdos se analizaron usando un Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una cámara inte-
grada Zeiss Axiocam ERc 5S (LLC, US).   

2.2.6 Medición de lactato deshidrogenasa en suero 

Al final de los protocolos, aproximadamente 2 ml de sangre se colectaron de la pared del ventrículo iz-
quierdo. Las muestras sanguíneas se centrifugaron a 1300 × g por 10 min para obtener el suero y medir la 
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH, U/L) usando el kit ELiTech Clinical Systems (LDH-
L, France) a 340 nm en un lector de placas multimodal Synergy (BioTek, Winooski, VT). 

2.2.7 Obtención de proteínas de nucleares y citosólicas 

Los tejidos cardiacos almacenados a -70ºC se pulverizaron con un pistilo previamente enfriado en un 
mortero congelado y se homogeneizaron en buffer RIPA frío que contenía 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 
mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% desoxicolato de sodio y 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo suplementa-
do con inhibidor de proteasas (Complete™, Roche). Los homogenados se centrifugaron a 11,000 × g por 
15 min a 4ºC y los sobrenadantes se recuperaron. Las fracciones nucleares y citosólicas se obtuvieron con 
el kit NE-PER® (Thermo Scientific, Rockford, IL) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y almace-
nados a -70ºC. La concentración de proteína se determinó de acuerdo a Lowry et al. [1951].   

2.2.8 Marcadores de daño por estrés oxidante 

Los grupos carbonilos se detectaron usando el kit Oxyblot Protein Oxidation Detection Oxyblot™ (Milli-
pore, Billerica, MA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las proteínas modificadas se detecta-
ron con un sistema de detección quimioluminiscente (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las bandas 
se analizaron por densitometría con el Software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebras-
ka). Para evaluar la peroxidación de lípidos, los niveles de MDA se midieron con el ensayo de TBARS 
como previamente se describió [Silva-Palacios et al., 2017]. Los niveles de GSH se evaluaron fluoromé-
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tricamente de acuerdo a Galván-Arzate et al. [2005]. Brevemente, las muestras del ventrículo izquierdo se 
homogeneizaron en un buffer fosfato-EDTA, pH 8.0 y se centrifugaron a 3000 × g por 15 min. Los sobre-
nadantes se recuperaron y alícuotas de 100 µl se derivatizarón con 100 µl de o-ftalaldehído (OPA, 100 µg/
µl) en un volumen final de 2 ml durante 20 min a temperatura ambiente. La señal fluorescente se midió a 
350 nm y 420 nm, de excitación y emisión, respectivamente en un LS50B Luminiscence Spectrophotome-
ter (PerkinElmer, Walthman, MA). Muestras gemelas de 500 µl se usaron para evaluar el GSSG, las alí-
cuotas se incubaron por 30 min con 200 µl de 40 mM de N-etilmaleimida para alquilar y estabilizar el 
grupo tiol libre del glutatión y prevenir su reacción con OPA. Entonces, las muestras se mezclaron con 4.3 
ml de 0.1 N de NaOH, para favorecer la reacción de OPA con GSSG que se redujo a GSH a pH 12 [Hissin 
& Hilf, 1976]. Los resultados se normalizaron por mg de proteína. Por último, la nitración de tirosina fue 
medido por inmunoblot usando un anticuerpo anti-nitrotirosina para detectar estrés nitrosante. La intensi-
dad de las bandas fue digitalmente cuantificada usando Image Studio Lite Software (Li-Cor Biosciences).   

2.2.9 Ensayo de la actividad de la NADP(H)quinonaoxidoreductasa-1 (NQO1) 

La actividad de la enzima, se cuantificó midiendo la reducción del 2,6- diclorofenilindofenol a 600 nm 
por 3 min en un lector de placas Synergy (BioTek, Winooski, VT) en presencia y ausencia de dicumarol, 
un inhibidor especifico de NQO1 [Benson et al., 1980; Wilkinson et al., 1998]. La actividad de NQO1 se 
calculó como la disminución en la absorbencia por minuto por miligramo de proteína total de la muestra. 

2.2.10 Determinación de citocinas pro-inflamatorias 

Al final del experimento, el suero de la pared del ventrículo izquierdo se obtuvo para estimar la cantidad 
liberada de las IL-1β, IL-6 y TNFα, de acuerdo a Pavón et al. [2009]. Los valores de estas citocinas se 
midieron usando un ensayo de ELISA (PeproTech, Jersey City, NJ) que se realizó de acuerdo al fabrican-
te, los resultados se normalizaron por miligramo de proteína.  

2.2.11 Análisis por inmunoblot 

Proteínas (30-50 µg) de cada muestra se diluyeron 1:1 con buffer Laemmli (Sigma) y desnaturalizaron 
hirviéndolas por 3 min. Las membranas fueron analizadas por inmunoblot con anti-fosfo-Nrf2 (1:1000), 
anti-Nrf2 (1:200), anti-fosfo-PKC (1:1000), anti-fosfo-PI-3K (1:1000), anti-PI-3K (1:1000), anti-fosfo-
ERK1/2 (1:1000), anti-ERK1/2 (1:1000), anti-fosfo-GSK-3β (1:1000), anti-GSK-3β (1:1000), anti-NQO1 
(1:500), anti-HO-1 (0.5 µg/ml) y anti-Nitrotirosina (1:200). El cociente entre la proteína fosforilada y to-
tal se obtuvo en la misma membrana en todos los experimentos. Se realizó una normalización utilizando 
anti-actina (1:1000) o anti-GAPDH (1:1000) como control de carga para las proteínas citosólicas y anti-
Lamina A (1:1000) para la fracción nuclear. El análisis densitométrico se llevó a cabo con el software 
Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NB).  
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2.2.12 Inmunotinción cardiaca  

Para prevenir la degradación del antígeno, las secciones cardiacas se almacenaron a 4ºC previos al ensa-
yo. Las secciones del tejido cardiaco se desparafinaron e hirvieron en presencia de 3% de citrato de sodio 
con 0.2% de Tritón X-100 para desenmascarar los sitios antigénicos. La actividad de peroxidasa endógena 
se neutralizó con 1% de H2O2 y las uniones no especificas se redujeron usando una solución de albúmina 
sérica bovina al 1%. Las secciones se incubaron con anti- Nrf2 (1:50), anti-fosfo-Nrf2 (1:200), anti-LC3 
(1:200), anti-p62 (1:200) y anti-p65 (1:50) diluidos en PBS toda la noche a temperatura ambiente y poste-
riormente se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a HRP (DAKO kit, Dakocytomation). 
Finalmente, todas las secciones se incubaron con diaminobencidina y se co-tiñeron con hematoxilina. 
Tres secciones se obtuvieron del ventrículo izquierdo de cada corazón y diferentes campos se analizaron 
con un analizador de imágenes Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una cámara integrada Zeiss 
Axiocam ERc 5S (LLC, US). 

2.2.13 Análisis estadístico 

Los datos representan la media ± ES (error estándar) de al menos 5 experimentos independientes en cada 
grupo por duplicado. Los datos se analizaron por ANOVA de una vía seguido de una prueba por compara-
ciones múltiples Tukey, usando el software Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA) con un valor de p≤0.05 
que se consideró como estadísticamente significativo. 
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XII. Resultados 
2.3.1 Función y estructura cardiaca 

Durante la isquemia y al final de la reperfusión, se determinó una reducción (p≤0.05) en la frecuencia 
cardiaca y la presión del ventrículo izquierdo al final de la sístole (LVESP) en el grupo I/R60, estos pará-
metros aumentaron (junto con la tasa de contractilidad, +dP/dt) después de la aplicación del post-acondi-
cionamiento (PostC, p≤0.05). Mientras que, el pre-tratamiento con SFN (SFN+I/R60) mejoró la función 
cardiaca incluso a niveles superiores que en el grupo Sham (Tabla 2). En línea con lo anterior, observa-
mos hasta un 20% menos del tamaño del infarto (Figura 18C) y la disminución de la actividad de la en-
zima LDH (p≤0.05) comparado con el grupo I/R60 (600 U/L vs. 900 U/L) (Figura 18D). En las secciones 
cardiacas del grupo Sham, se mostraron fibras organizadas y arquitectura normal de los cardiomiocitos 
con núcleos colocados centralmente (Figura 18B). Mientras, que el grupo con isquemia-reperfusión pre-
sentó desorganización de las miofibrillas, que se preservó tanto en el grupo PostC como en el grupo 
SFN+I/R60. Este grupo también mantuvo la función cardiaca (Tabla 2), la arquitectura celular (Figura 
18B), disminución en el tamaño del infarto (Figura 18A) y en la actividad de la LDH (Figura 18D). Aun-
que no hubo cambios significativos entre el tratamiento con PostC y SFN+I/R60, la recuperación de los 
parámetros hemodinámicos fue superior en el último grupo, lo que sugiere que el tratamiento con SFN 
podría ser el más efectivo para mantener la función y estructura del corazón.  

2.3.2 Marcadores de daño por estrés oxidante y nitrosante 

En este caso, relacionamos la preservación de la función y la estructura cardiaca con la reducción del es-
trés oxidante. Como se muestra en la Figura 19, en los corazones I/R60 se incrementó a casi al doble la 
oxidación de proteínas (p≤0.05) así como el contenido de malondialdehído (p≤0.05), junto con una dis-
creta, pero significativa, disminución en el cociente GSH/GSSG (Figura 19C). Aunque el PostC disminu-
yó (p≤0.05) los niveles de daño a estas biomoléculas, el pre-tratamiento con SFN (500 µg/Kg) fue lige-
ramente más efectivo. La acumulación de nitrotirosina (un índice de daño nitrosante) también se evaluó 
por inmunoblot. Nuestros resultados indicaron que la isquemia-reperfusión incrementó este producto de 
nitración en proteínas (p≤0.05), sin cambios aparentes en el grupo SFN+I/R60 (Figura 19D). En general, 
nuestros datos muestran que la disminución en el estrés oxidante, pero no del nitrosante, correlaciona con 
la preservación de la función cardiaca. 
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2.3.3 Respuesta inflamatoria 
En primera instancia evaluamos a la subunidad p65 de NF-κB por inmunodetección en el tejido cardiaco, 
sin embargo, no apreciamos cambios significativos en el número de células inmunopositivas a p65 en 
ninguno de nuestros grupos experimentales (Figura 20A). Por lo que, evaluamos los niveles de las citoci-
nas IL-1 β, IL-6 y TNFα en todas las condiciones experimentales por ELISA. Tanto el contenido de IL-1β 
como de IL-6, incrementaron significativamente (p≤0.05) en el grupo I/R60 (Figura 20B y C). El PostC 
solo ejerció un efecto a la baja en la IL-1β; mientras que en los animales pre-tratados con SFN (500 µg/
Kg) el contenido de todas las citocinas disminuyó (Figuras 20B-D). 
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Tabla 2 Efecto del PostC y SFN en la función cardiaca de ratas sometidas a isquemia-reperfusión. Los datos se expresan 
como la media ± EE de al menos 5-7 animales diferentes en cada grupo experimental. FC (frecuencia cardiaca), LVESP, 
LVEDP y ±dP/dt representan la frecuencia cardiaca, presión ventricular izquierda al final de la sístole, la presión ventricular 
izquierda al final de la diástole, el cambio máximo y mínimo en la tasa de la presión del ventrículo izquierdo, respectivamen-
te. Los datos se obtuvieron al final de la estabilización, isquemia y reperfusión. Los números en negro indican: ap≤0.05 vs. 
Basal del grupo Sham; bp≤0.05 vs. Basal en cada grupo; cp≤0.05 vs. Is30min en el grupo I/R60 y dp≤0.05 vs. Rep60min en el gru-
po I/R60.

Grupo FC (lat/min) LVESP (mmHg) LVEDP (mmHg) +dp/dt (mmHg/s) -dp/dt (mmHg/s)

Sham

Basal 342 ±  9.7 113 ±  2.7 8 ±  0.8 5039 ±  244.8 3202 ±  184.6

I/R60

Basal 335 ±  6.7 108 ±  4.6 7 ±  1.1 4159 ± 343.5 2882 ±  239.7

Is30min 263 ± 8.9b 67 ± 2.4b 2 ±  0.5b 3400 ± 377.5 2028 ± 407

Rep60min 231 ± 7.9a,b 59 ± 2.8a,b 3 ± 0.4a,b 2826 ± 114.6a,b 1886 ± 187a,b

PostC

Basal 362 ±  15.2 114 ±  4 9 ±  0.8 6274 ± 603.2 5613 ± 1135.6

Is30min 295 ± 17.9b 68 ± 3.9b 5 ± 0.3b 5886 ± 647.5 4891 ± 1208.3

Rep60min 276 ± 7.7d 124 ± 7.3d 9 ± 2.1d 5419 ± 556.3d 4675 ± 960.2d

SFN-P

Basal 339 ±  7.6 110 ±  9.4 6 ±  1.2 5804 ±  365.5 4799 ± 254.3

Basal60min 333 ± 12.4 132 ± 9.7a,b 10 ± 1.4a,b 5792 ± 247.7a 6798 ± 693.8a,b

SFN+I/R60

Basal 334 ±  18.7 113 ±  10.8 7 ±  0.4 7374 ±  908.7a 6769 ± 997.4a

Is30min 387 ± 19c 148 ±  15.3c 13 ±  2.3c 7339 ±  703.7c 8154 ± 1500.6c

Rep60min 340 ± 20.7d 168 ± 22d 15 ± 2.4d 8122 ± 649.2d 8636 ± 1870.7d
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Figura 18 Sulforafano disminuye el daño inducido por la isquemia-reperfusión. (A) 
Secciones representativas del LV teñidas con cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) y (B) 
con hematoxilina-eosina (H&E). Los cambios morfológicos del LV se analizaron por 
microscopia óptica (40×). (C) Análisis cuantitativo del tamaño del infarto. (D) Activi-
dad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en suero. Los resultados representan la 
media ± SEM de 5 experimentos independientes. ap≤0.05 vs. Sham, bp≤0.05 vs. I/R60. 
Las puntas en flecha indican células integras y los asteriscos células picnóticas. AR: 
área de riesgo.



2.3.4 Activación de proteínas cinasas involucradas en la cardioprotección  

La señalización involucrada en la cardioprotección conferida por el PostC ha sido ampliamente estudiada; 
sin embargo, el papel del SFN en la activación de dichas cinasas aún no es claro. Corroboramos que la 
activación endógena de ERK1/2, GSK-3β y PKC se inducen significativamente por el PostC en compara-
ción con el grupo I/R60 (p≤0.05) (Figura 21A). El pre-tratamiento con SFN, activa a todas las cinasas eva-
luadas (excepto PI-3K) al final de la reperfusión. La fosforilación de GSK-3β y de PKC fue ligeramente 
superior que en el grupo PostC (Figura 21C y E), lo que indica que ambas estrategias activan mecanismos 
de protección comunes que podrían incidir en la regulación del factor Nrf2.  

2.3.5 La activación de Nrf2 se asocia a la atenuación del estrés oxidante y a la cardioprotección en cora-
zones PostC, pero no en corazones tratados con SFN.  

Para evaluar si la activación de Nrf2 se asocia a la atenuación del estrés oxidante y a la cardioprotección 
tanto en corazones PostC como en corazones tratados con SFN, evaluamos el contenido de dos proteínas 
blanco reguladas por dicho factor de transcripción. Encontramos que el contenido de HO-1 disminuye 
(casi un 40%) en los animales sometidos a I/R60 (p≤0.05), el cual se restablece a valores similares a los 
del grupo Sham únicamente en el grupo SFN+IR60 (Figura 22A y B). La NQO1 incrementó también en 
los animales pre-tratados con 500 µg/Kg de SFN (Figura 22C) en correlación directa con un aumento 
significativo de su actividad (Figura 22D, p≤0.05); mientras que la maniobra del PostC sólo la eleva dis-
cretamente.  
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Figura 19. Marcadores de daño por estrés oxidante y nitrosante. (A) Oxidación de proteínas en homogenado total de tejido 
cardiaco. (B) Determinación de lipoperoxidación ensayado por las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARs). (C) 
Evaluación del estado redox celular por fluorímetria (GSH/GSSG). (D) Análisis cuantitativo de la proteína nitrotirosina en 
homogenado total. Cada columna representa la media ± EE de al menos 5 animales diferentes. ap≤0.05 vs. Sham, bp≤0.05 vs. 
I/R60.
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Figura 20. Papel de la inflamación en ratas sometidas a isque-
mia-reperfusión. (A) Secciones transversales del LV inmunoteñi-
das con NF-kB p65. Los cortes se analizaron por microscopia 
óptica (40x). Contenido de (B) IL-1β, (C) IL-6 y (D) TNFα- en 
suero evaluadas por ELISA. Los datos se expresan como la media 
± EE de al menos 5 ratas diferentes en cada grupo experimental. 
ap≤0.05 vs. Sham, bp≤0.05 vs. I/R60



Subsecuentemente, evaluamos los niveles de Nrf2 fosforilado (fosfo-Nrf2) para relacionar el aumento en 
la actividad de las cinasas con la activación del factor de transcripción. Fosfo-Nrf2 no se incrementó en la 
fracción nuclear del grupo tratado con SFN (Figura 22F), a diferencia de lo observado en el grupo PostC 
(Figura 22E, p≤0.05). Estos datos demuestran que Nrf2 participa en la protección ejercida por el PostC y 
sugieren que el efecto del SFN podría ser independiente de Nrf2, o bien que la fosforilación del factor 
ocurre antes de los 60 minutos de reperfusión. Para evaluar esta posibilidad se midió mediante inmunohis-
toquímica el contenido de Nrf2 total y fosforilado a diferentes tiempos de reperfusión. Sin embargo, no 
encontramos un aumento de ninguna de las dos formas en los núcleos ni en el citosol a los diferentes 
tiempos evaluados, en los grupos tratados con SFN (Figura 23A-L).   

Finalmente evaluamos algunos marcadores de autofagia, ya que este proceso es crucial para eliminar pro-
teínas y organelos dañados, manteniendo la producción de ATP y la homeostasis celular. Se evaluaron los 
niveles de p62/SQSTM1 (sequestrosome 1) y de LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3), 
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Figura 21 Señalización celular inducida por el PostC y SFN. (A) Inmunoblot representativo de cinasas rela-
cionadas con la cardioprotección. Análisis densitométrico de las cinasas (B) ERK1/2, (C) GSK-3β, (D) PI-3K 
y (E) PKC en tejido cardiaco. Cada columna representa la media ± EE de al menos 3-4 ratas diferentes. 
ap≤0.05 vs. Sham, bp≤0.05 vs. I/R60



marcadores característicos de agregados de proteínas ubiquitinadas y un indicador del flujo autofágico, 
respectivamente. Se observó un aumento de LC3 en el grupo I/R60 en comparación con el grupo Sham 
(Figura 24L), el cual se mantuvo con el pre-tratamiento con SFN a los diferentes tiempos de reperfusión 
(Figura N, P, Q, y R). Mientras que, para p62, solo logramos apreciar un número limitado de células posi-
tivas a la proteína en el grupo Sham, el cual se mantuvo hasta los 60 min de reperfusión (Figura 23X). 
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Figura 22. Evaluación de enzimas antioxidantes reguladas por Nrf2 y su activación en corazones post-acondicionados y 
tratados con SFN. (A) Inmunoblot representativo de HO-1 y NQO1 en tejido cardiaco. Análisis densitométrico de (B) HO-1 
y (C) NQO1. (D) Actividad de la enzima NQO1 por espectrofotometría. (E) Inmunoblot representativo de los niveles de 
phospho-Nrf2 en la fracción nuclear de tejido cardiaco. (F) Análisis densitométrico de phospho-Nrf2 en el núcleo. Cada 
columna representa la media ± EE de 3-5 ratas diferentes. ap≤0.05 vs. Sham, bp≤0.05 vs. I/R60
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Figura 23 Papel de SFN en otros mecanismos de protección. Imágenes representativas del LV inmunoteñidas con 
phospho- y total-Nrf2, LC3B y p62 en diferentes tiempos de reperfusión. Los cortes se analizaron por microscopia 
óptica (40x), las puntas de flecha indica aquellas células inmunopositivas al anticuerpo. Los resultados representan 
1 experimento independiente.



XIII. Discusión 
En el corazón, el desbalance entre el suministro y la demanda de oxígeno conducen a la isquemia miocár-
dica generando efectos nocivos que pueden agravarse durante la reperfusión, provocando desde el deterio-
ro contráctil hasta la muerte celular. La activación endógena de cinasas, en particular de los miembros de 
la vía RISK, confieren cardioprotección cuando se activan específicamente en el tiempo de la reperfusión 
[Rossello & Yellon, 2017]. Esto ha sido demostrado ampliamente desde 2002, cuando el grupo del Dr. 
Derek Yellon describió que el incremento en la fosforilación de ERK1/2 se asocia con la reducción del 
tamaño del infarto, efecto que se pierde luego de la administración de PD98059 (inhibidor de ERK1/2) 
[Schulman et al., 2002]. El acondicionamiento isquémico y diversos agentes farmacológicos como la in-
sulina, bradicinina, adenosina o estatinas activan la vía de las RISK [Penna et al., 2009]. Por lo tanto, se le 
considera una cascada de señalización universal o una ruta común que comparten muchas terapias de car-
dioprotección. En línea con ello, se ha descrito que Nrf2 protege a cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos 
contra el daño oxidante al incrementar las rutas de destoxificación y la capacidad antioxidante [Wang et 
al., 2018]. Por ejemplo, compuestos como resveratrol significativamente aumentan la actividad de SOD y 
GSH disminuyendo el estrés oxidante en animales expuestos a isquemia-reperfusión. 
Tomando en cuenta el papel positivo de los antioxidantes, en este trabajo nos planteamos evaluar si la 
protección conferida por el SFN se asocia con la actividad de estas cinasas en corazones reperfundidos. 
Se ha reportado que el SFN activa a Akt y a ERK1/2 en cardiomiocitos, en asociación con la activación de 
Nrf2 [Leoncini et al., 2011] y que en células HepG2 y en modelos in vivo, la activación de Nrf2/ARE jun-
to con la inducción de HO-1 está mediada por SFN y depende de la activación de p38 [Keum et al., 
2006]. Por otro lado, en células T24 de cáncer de vejiga humano, la translocación nuclear de Nrf2 induci-
da por SFN se inhibe con SB202190 (inhibidor de p38) y se asocia con la regulación a la baja de GST, de 
la tioredoxina reductasa-1 (TR-1) así como de la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) [Shan et al., 2010]. En este 
sentido, Piao et al. [2010] reportaron que el efecto protector del SFN en el daño por reperfusión podría 
estar mediado por la ruta antioxidante y los canales de potasio mitocondrial dependiente de ATP 
(mitoK+ATP), pues la apertura de estos canales reduce la generación de ERO provenientes de la mitocon-
dria.  

Nuestros datos muestran que, aunque ambas estrategias incrementan la fosforilación de ERK1/2, GSK-3β 
y PKC (Figura 21), las vías de protección cascada abajo siguen vías diferentes. Mientras que la transloca-
ción nuclear de Nrf2 se observa a los 60 min de reperfusión en los corazones PostC, en el grupo SFN+I/
R60 no se detecta el factor aun cuando los corazones están protegidos (Figura 22), lo que sugiere que la 
activación pudo ocurrir durante la reperfusión temprana o que la cardioprotección es independiente de 
Nrf2. El aumento en la actividad y el contenido de la NQO1 nos hace pensar en la primera posibilidad, 
aunque existen reportes del efecto protector del SFN de manera independiente de Nrf2. Por ejemplo, dosis 
altas de SFN administradas a ratones Nrf2-/- disminuyen parcialmente la respuesta inflamatoria inducida 
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por lipopolisacárido [Holloway et al., 2016] y evita la formación de ampollas en la piel a través de una 
ruta tanto dependiente como independiente del factor de transcripción Nrf2 [Kerns et al., 2010]. Se ha 
descrito que el SFN puede regular otros procesos celulares relacionados con la sobrevivencia celular 
como apoptosis, inhibición de la angiogénesis y desacetilación de histonas [Myzak & Dashwood, 2006]. 
Por ejemplo, Jackson & Singletary [2004] demuestran que altas dosis de SFN (≥100 µmol/l) detiene el 
ciclo celular en cáncer de mama.  

Más allá de la respuesta antioxidante relacionada a la administración de SFN, se ha demostrado que tam-
bién actúa a través de la regulación de la respuesta inflamatoria vía la ruta NF-κB. El isotiocianato es ca-
paz de inhibir la fosforilación de IκB, la translocación nuclear de NF-κB y su capacidad de union al ADN, 
sin embargo, el mecanismo de exacto, aún no se conoce [Heiss et al., 2001; Kensler et al., 2013; Greaney 
et al., 2016; Santín-Márquez et al., 2018]. Después del tratamiento con SFN, reguladores maestros de la 
inflamación como TNFα e IL-6, junto con la expresión de NF-κB y la fosforilación de IκB disminuyen 
[Negi et al., 2011]. Incluso, la secreción de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, se inhiben de manera 
dosis dependiente con SFN en células T, esto debido a que SFN puede prevenir la interacción directa en-
tre NF-κB y su secuencia consenso mediante la modulación de los grupos tiol [Cheker et al., 2015]. Nues-
tros datos indican que SFN tiene la capacidad de significativamente reducir la generación de citocinas 
pro-inflamatorias (IL-1β, IL-6 y TNFα) luego de la isquemia-reperfusión (Figura 20), por lo que el papel 
anti-inflamatorio de SFN no puede descartarse. En nuestras condiciones experimentales, el SFN logra 
incrementar la batería antioxidante más no la acumulación nuclear de Nrf2 (Figura 22). Cho et al. [2019], 
describió que SFN regula a la alta un grupo de genes que participan en la OxPhos, el metabolismo energé-
tico y la protección cardiovascular sólo en ratones wild type. Interesantemente, la abundancia de genes 
implicados en la maquinaria mitocondrial disminuyen en ratones Nrf2-/- tratados con SFN; además, este 
grupo de trabajo sugiere que el NF-κB podría ser central en las redes de transcriptoma afectadas por SFN. 
Por lo tanto, otros blancos de protección podrían estar involucrados, adicionales a la inflamación y la res-
puesta antioxidante. 

En cuanto a la posible regulación de procesos de autofagia por SFN en corazón, existen pocos reportes 
[Zhang et al., 2014]. La autofagia es el proceso mediante el cual se degradan organelos dañados, bacte-
rias intracelulares o agregados de proteínas [Lamark et al., 2017]. Comprende tres principales rutas que 
median la degradación lisosomal de cargas intracelulares. Estas son la macroautofagia (referida como au-
tofagia), microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (CMA, chaperone-mediated autophagy) 
[Mizushima & Komatsu, 2011].  

La autofagia ha sido descrita como un arma de doble filo en la I/R miocárdica [Ma et al., 2015]. En la fase 
de isquemia, las células inducen autofagia celular removiendo basura metabólica, reciclando nutrientes y 
ayudando a mantener la sobrevivencia del miocito [Przyklenk et al., 2012]. En ausencia de nutrientes y 
energía, las células muestran actividad inhibitoria de mTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) 
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mientras que ULK1 (unc-51 like autopaghy activating kinase 1) se activa, ambos controlando a Atg junto 
con la formación de la membrana de la autofagia [Gustafsson & Gottlieb, 2008]. La extensión de las vesí-
culas autofágicas requieren la participación de un complejo de Atg junto con LC3, dos sistemas de unión 
a la ubiquitinación. El LC3-I libre inicial en el citosol se une a fosfatidiletanolamina y se lipida para for-
mar LC3-II, que se localiza en la membrana fagocítica. La autofagia excesiva al inicio de la reperfusión, 
puede inducir un consumo progresivo de constituyentes celulares que llevan a la muerte autofágica [Ma et 
al., 2015], además, el aumento de las ERO activan al sistema de ubiquitin-proteosoma para degradar a 
Bcl-2 y llevar a la estimulación de Beclina-1, que induce la autofagia [Wu et al., 2018]. Estudios confir-
man que la autofagia se promueve en la etapa inicial de la reperfusión. Sin embargo, no es capaz de eli-
minar por completo a las mitocondrias disfuncionales durante la reperfusión, ya que la sobrecarga de 
[Ca2+]mit y el aumento de ERO, exceden la capacidad de depuración autofágica [Qin et al., 2016]. En este 
sentido, Matsui et al. [2007] demostraron que en cardiomiocitos, los niveles del cociente LC3-II/LC3-I 
incrementan en la reperfusión, mientras Xiao et al.  [2011] describen que la autofagia contribuye al daño 
en miocitos durante la re-oxigenación.  

Los resultados presentados en la Figura 23, muestran que el SFN induce un incremento de LC3 vs. el 
grupo isquémico-reperfundido; a este respecto, Decker & Wildenthal [1980] reportaron un aumento de 
vacuolas autofágicas en miocitos sometidos a diferentes tiempos de hipoxia; interesantemente, la reperfu-
sión extendió la autofagia lisosomal. Los autores indican que este proceso es importante en la reparación 
que las células cardiacas inician durante y después de la hipoxia. Por lo tanto, es necesario evaluar el co-
ciente LC3-II/I en nuestras condiciones para determinar  el flujo autofágico. 

A pesar de no apreciar cambios significativos de p62/SQSTM1 (proteína anti-autofágica) luego de la ad-
ministración del SFN a los diferentes tiempos de reperfusión (Figura 23S-X), se conoce que la reducción 
en p62/SQSTM1 indica una actividad autofágica menor. Sin embargo, no es el único papel adjudicado a 
p62; por ejemplo, la degradación de Keap1 por la autofagia mediada por p62 no es un control de calidad 
de la proteína, sino una señalización [Lamark et al., 2017]. De hecho, se ha descrito un circuito de retro-
alimentación de p62-Nrf2, el cual no solo se induce por estrés oxidante, sino también por una autofagia 
ineficiente que causa la acumulación de p62 [Jain et al., 2010; Komatsu et al., 2010].  

Además de p62, una de las principales características de la ruta autofágica mediada por chaperonas, es la 
presencia de un receptor llamado LAMP2A (lysosomal associated membrane proteína 2A), por lo que la 
intervención de otras proteínas implicadas en todo el proceso de autofagia no debe descartarse. A este res-
pecto, Nrf2 se une y activa al menos dos ARE´s en LAMP2A, controlando su expresión basal. En ratones 
Nrf2-/- la autofagia mediada por chaperonas es escasamente detectable, indicando que el factor de trans-
cripción juega un papel importante al regular este tipo de autofagia [Pajares et al., 2018].  

El uso de compuestos exógenos con propiedades antioxidantes y su impacto en la autofagia ha sido un 
tema actual de investigación. En la I/R (asociada a co-morbilidades), el N-acetil-L-cisteína ha mostrado 
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conferir cardioprotección inhibiendo la autofagia excesiva [Wang et al., 2017]. Por su parte, el post-acon-
dicionamiento con epigalocatequina-3-galato alivia del daño por reperfusión a través de la restauración 
del flujo autofágico, asociado con la ruta de señalización PI-3K/Akt [Xuan & Jian, 2016]. Además, la ma-
croautofagia está regulada por otras rutas de señalización como la vía ERK, la cual puede inducir a LC3-I 
para que se convierta a LC3-II y promover la producción de la proteína Beclina-1 y la generación de auto-
fagosomas [Zeng et al., 2012]. Al inhibir dicha ruta, dichas proteínas se reducen, incrementando la expre-
sión de p62 en miocitos sometidos a H/R, sugiriendo una supresión de la autofagia [Wang et al., 2016]. 
En este mismo contexto y, sin descartar la participación de Nrf2, la sobre-expresión de HO-1 indujo un 
aumento de LC3-II y disminución de p62 después de la re-oxigenación, protegiendo la a la mitocondria 
[Chen et al., 2016]. 

Finalmente, no deberíamos omitir la inducción de otros procesos celulares que se favorecen por el trata-
miento con SFN. Negrette-Guzmán et al. [2017] sugieren que este compuesto regula la biogénesis y di-
námica mitocondrial en células tumorales. Por su parte, Angeloni et al. [2009] mostró que el SFN protege 
a las células cardiacas de ratas neonatales del daño oxidante al inducir una serie de enzimas antioxidantes. 
Recientemente, la acción de SFN en la activación de otros factores de transcripción, ha sido explorado. 
De hecho, se ha descrito que SFN inhibe a Drp1 (Dynamin related protein 1) de manera independiente del 
factor de transcripción Nrf2 [O´Mealey et al., 2017], sugiriendo que este compuesto podría activar vías 
alternas a las reguladas por la señalización Keap1/Nrf2/ARE, tal como PGC-1α (peroxisome proliferator-
activated receptor co-activator-1 alpha) [Corssac et al., 2018].  
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XIV. Conclusiones Generales 
1. El 3-NP ejerce efectos diferenciales en el tejido cardiaco dependiendo de la edad. La pérdida de los 

efectos observados en animales viejos podría estar relacionado a la respuesta hormética previamente 
generada, en la cual el umbral para el daño oxidante se alcanzó y podría no ser superada por la neuro-
toxina. Nuestros datos muestran que la respuesta antioxidante de Nrf2 es funcional en animales adul-
tos, pero se compromete en animales viejos, posiblemente debido a la desregulación de los compo-
nentes rio abajo de la cascada de señalización de Nrf2. 

2. En el modelo de isquemia-reperfusión, nuestros datos indican que el tratamiento con SFN en animales 
que cursan por un evento de isquemia y reperfusión es más efectivo que la maniobra mecánica del 
PostC, ya que logra disminuir la respuesta inflamatoria y el estrés oxidante. Sin embargo, el meca-
nismo de protección podría no estar mediado únicamente por el factor de transcripción Nrf2, sino que 
puede involucrar otros procesos celulares como la inhibición de NF-κB. 

3. Concluimos que, independientemente de la situación patológica asociada al estrés oxidante, el meca-
nismo protección inducido (de manera endógena o exógena) podría involucrar cascadas de señaliza-
ción adicionales al factor de transcripción Nrf2, asegurando la sobrevivencia celular y del tejido. 
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X. Perspectivas 

De manera general, las perspectivas para ambas condiciones experimentales estudiadas en esta tesis son: 

a. Intentar modular la regulación negativa de Nrf2 en el envejecimiento podría dar lugar a nuevas estra-
tegias para desarrollar intervenciones que ayuden a incrementar la vida útil de los adultos mayores. 
La meta de retrasar el deterioro en el envejecimiento es proveer una mejor calidad de vida junto con 
un menor riesgo a desarrollar enfermedades crónicodegenerativas en esta etapa de la vida. Aunado a 
ello, el estudio en ratas con una edad menor (18 meses) podría darnos más información sobre la posi-
ble respuesta de adaptación a esta edad, tomando en cuenta la alta tasa de mortalidad en los animales 
envejecidos. 

b. La participación de procesos celulares alternos al Nrf2 han tenido un mayor auge en los últimos años. 
Particularmente, la integridad de la mitocondria en el contexto de la isquemia-reperfusión ha sido un 
tema interesante de investigación. El papel de la biogénesis mitocondrial, autofagia y dinámica mito-
condrial podrían ser excelentes candidatos para ser evaluados en un modelo de cultivo primario de 
cardiomiocitos y discernir los mecanismo de protección. 

c. Adicionalmente, estamos interesados en proponer el estudio de moléculas pro-oxidantes que puedan 
ser “posibles blancos terapéuticos” en la clínica durante eventos de daño como el infarto agudo al 
miocardio. Aunque estamos lejos de lograrlo, estudios básicos como los realizados en el laboratorio, 
servirán como cimientos de su estudio y posible aplicación.  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