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i. Resumen

Con el aumento en la expectativa de vida, en nuestro pais, asi 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 progresion 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 activacion del Nrf2 podria ser un participante comun en el (los) mecanismo(s) de

proteccion en el corazon.

En una primera instancia, evaluamos el efecto del acido 3-nitropropionico (3-NP) sobre la funcion cardia-
ca en ratas y si dicha condicion podria agravarse durante el envejecimiento. Administramos tert-butilhi-
droquinona (tBHQ) para inducir la activacion del factor de transcripcion Nrf2, como posible blanco de
proteccidn para disminuir el dafio oxidante inducido por 3-NP. Encontramos cambios en la estructura car-
diaca asociados con la edad y desarreglo de las fibras cardiacas inducida por el tratamiento con 3-NP en
animales adultos y viejos; sin embargo, estas condiciones no estuvieron acompafiadas por disfuncién car-
diaca. En contraste con los animales adultos, en los que la oxidacién de proteinas y lipidos aumentaron
significativamente, los corazones de animales viejos desarrollaron una respuesta hormética relacionada
con la exposicion cronica a estrés oxidante que no aumento tras la intoxicacion con 3-NP. A nivel celular
el tBHQ disminuy6 el estrés oxidante en asociacion con la translocacion nuclear de Nrf2 y su unién a

ARE en animales jovenes.

Por otro lado, en el segundo modelo, estudiamos el mecanismo por el cual el sulforafano (SFN) ejerce
efectos cardioprotectores en corazones sometidos a isquemia-reperfusion (I/R) y comparamos su eficien-
cia con la maniobra mecanica del post-acondicionamiento (PostC), el cual activa mecanismos de sefali-
zacion celular endégena que conducen a la proteccion del corazon. La administracion del SFN y la apli-
cacion del PostC preservaron la funcion y la arquitectura del tejido cardiaco en asociacion con una dismi-
nucion del tamafio del infarto y la liberacion 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 sefializacion rio arriba de Nrf2; pero sélo el PostC logra incrementar la
acumulacion nuclear de fosfo-Nrf2. Se sugiere que el efecto protector del SEN podria ser independiente

del Nrf2, o bien que la fosforilacion del factor ocurre antes de los 60 min de reperfusion.

Concluimos que en patologias asociadas al estrés oxidante, se pueden activar mecanismos de proteccion
por diferentes vias, que convergen en la activacion del factor de transcripcion Nrf2 y de cascadas de sefia-

lizacion, que al actuar de forma independiente o sinérgica, garantizan la sobrevivencia celular y del tejido.

11



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. Introduccidén

1. ESTRES OXIDANTE Y MECANISMOS DE PROTECCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERQO), sobre las que hablaré¢ a detalle mas adelante, han estado presen-
tes en los diferentes sistemas bioldgicos durante el proceso de evolucion de la vida aerdbica. En cada cé-
lula del cuerpo los procesos metabolicos generan ERO y los sistemas antioxidantes los controlan de ma-
nera efectiva manteniendo un balance homeostatico. El resultado de la acumulacion de ERO en las células
a niveles que exceden la capacidad de los sistemas de eliminacién de dafio y reparacion de ERO de la cé-
lula, se conoce como estrés oxidante (EO) [Mittler, 2017]. Hasta ahora, la regulacion 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 aparicion de diversas enfermedades cronicas, muchas veces asociadas a la edad.
Por lo tanto, explorar el equilibrio y los mecanismos positivos y negativos que controlan la produccion de

las ERO en los sistemas vivos, brindaria claves para “descubrir” nuevas terapias en la clinica.

1.1 Homeostasis redox

1.1.1 Produccion de especies reactivas de oxigeno

Las ERO son producto del metabolismo aerdbico [Zuo et al., 2015] y/o de fuentes como farmacos, xeno-
bioticos y radiacion [D'Autréaux & Toledano, 2007; Davies et al., 2017]. Entre las ERO mas estudiadas se
encuentran el anion superdxido (O2*—), el peroxido de hidrogeno (H20:) y el radical hidroxilo (*OH), cuya
reactividad depende de sus propiedades quimicas, de los sitios donde se produzcan y de su biodisponibili-
dad [Aguilera et al., 2018]:

A. El Oz, resulta de la reduccion monovalente del oxigeno molecular por varias oxidasas, tal como
xantina oxidasa, ciclo-oxigenasa, NADPH oxidasa [Pisoschi & Pop, 2015]. Ademas de formase en
la cadena de transporte de electrones (CTE), en el curso de la fosforilacion oxidativa (OxPhos)
para producir adenosin trifosfato (ATP) [Drose & Brandt, 2012]. Su produccién en grandes canti-
dades puede danar e inactivar proteinas que contienen centros fierro-azufre (Fe-S), como la ferri-

tina y proteinas tipo hemo [Schieber & Chandel, 2014].

B. El H:0>, es generado tras la dismutacion del O2*— por la enzima superoxido dismutasa (SOD) mi-
tocondrial y citosoélica, y por la NADPH oxidasa; presenta una alta estabilidad y tiene la capacidad

de cruzar las membranas bioldgicas [Brown & Griendling, 2015].

C. El *OH, es extremadamente reactivo y se forma por la descomposicion del HO» a través de reac-

ciones tipo Fenton [Cadet & Wagner, 2013]. Oxida a lipidos, proteinas y acido desoxirribonuclei-

18



co (ADN) indiscriminadamente, provocando dafio e inestabilidad gendémica [Brown & Griendling,

2015].

La CTE y la NADPH oxidasa son las principales fuentes fisiologicas de la produccion del Oz*—, que pue-

den convertirse en otras ERO como se muestra en la Figura I [Moris et al., 2017].

ApH 2H'+ ‘lOZ—b H-0

Proteinas

Estres oxidante

/\‘ SOH

Senalizacion celular

Figura 1 Generacion de las especies reactivas de oxigeno y sistemas de proteccion. CI: complejo I, CII: com-
plejo II, CII: Complejo III, CIV: Complejo IV, CV: Complejo V, e-: electrones, PRx: Peroxiredoxina, GPx:
Glutation peroxidasa, CAT: Catalasa, SOD: Superoxido dismutasa, ATP: adenosin trifosfato, ADP: adenosin
difosfato, Q: quinona, QHaz: ubisemiquinona, Q2: semiubiquinona inestable, Aym: Potencial de membrana
mitocondrial, ApH: gradiente de protones, ApuH: fuerza protén motriz.

1.1.2 Estrés oxidante y sus consecuencias
El delicado balance entre la generacion y eliminacion de las ERO se mantiene por mecanismos comple-
jos, cuya disfuncion contribuye a generar alteraciones en el estado redox y dafio a diferentes biomoléculas
como las siguientes (Figura I):
A. Lipidos, son los mas susceptibles a modificaciones oxidantes [Trachootham et al., 2008]. La lipo-
peroxidacion genera radicales lipidicos, los cuales reaccionan con otras moléculas lipidicas, pro-

pagandose una reaccion en cadena. Los acidos grasos pueden formar al lipoperdxido (un no radi-
cal) o producir aldehidos como malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal [Pinchuk et al.,
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C.

1998]. El primero puede reaccionar con las bases del ADN generando mutaciones; mientras el
segundo reacciona mayormente con las proteinas, afectando diversas rutas de sefalizacion. Se
sabe, por ejemplo, que este aldehido se relaciona con la activacidon de proteinas como la cinasa
INK (c-Jun N-terminal kinase) y la caspasa-3, induciendo mecanismos de muerte celular [ Awast-
hi et al., 2003]. Ademas, la modificacion a la membrana causa cambios en su fluidez, resultando
en la pérdida de la afinidad ligando-receptor, alteracion de la funcion de hormonas/neurotransmi-

sores y aumento de la permeabilidad, lo que conduce a muerte celular [Konigsberg, 2013].

Proteinas, ciertos residuos aminoacidicos son particularmente susceptibles a la oxidacion. Por
ejemplo: la histidina, la prolina, la cisteina, el triptéfano y la tirosina son muy sensibles a la oxi-
dacion catalizada por metales; en menor grado lo son la arginina, la lisina y la metionina [Tra-
chootham et al., 2008]. Dicha oxidacion resulta en derivados carbonilos cuya deteccion se ha
usado como marcador cuantitativo de la oxidacion de proteinas y de EO [Santos et al., 2018]. El
entrecruzamiento intra- ¢ intermolecular de grupos tioles tras la oxidacion de cisteinas, resulta en
la formacion de puentes disulfuro que cambian la conformacion de las proteinas, promueven su
agregacion y, en muchos casos, disminuyen o aumentan su actividad. El estrés crénico y la oxida-
cion continua de las proteinas pueden llevar al desdoblamiento o al plegamiento defectuoso de las
mismas proteinas, asi como a la formacion de oligdbmeros o agregados insolubles que se acumu-
lan en el citosol [Zuo et al., 2015]. La acumulacion de estos oligdbmeros, es un sello distintivo de
enfermedades como Parkinson, Alzheimer y Huntington, que se han denominado trastornos de

proteinas plegables o proteinopatias [Shaid et al., 2013].

ADN, sujeto a dafio en casi todos sus componentes; se estima que en las células de mamiferos se
forman ~1.5%105 aductos en el ADN [Beckman & Ames, 1997]. Los dafios directos ocurren sobre
las bases puricas (C-5,6) y pirimidicas (C-4,8), sobre los azucares (desoxirribosa) o en ambos si-
tios. Cuando el “OH ataca las bases nitrogenadas no hay abstraccion del H, ya que el *OH se une
directamente a la base nitrogenada formando un aducto. La adicion del *OH al C-8 produce un
aducto radical llamado 8-ox0-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina el cual es una de las especies qui-
micas mas abundantes y resistentes que se producen cuando se oxida el ADN [Cadet & Wagner,
2013]. El dafo oxidante sobre el ADN genera mutaciones puntuales y deleciones, esta 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 dafio oxidante debido a su proximidad al prin-

cipal sitio de generacion de ERO (CTE). Ademas, no posee proteinas tipo histona que lo cubran y
protejan, asi como a su limitada capacidad de reparacion [Konigsberg, 2013]. La acumulacion de
mutaciones en el mtADN contribuye de manera fundamental en el fenomeno del envejecimiento,

asi como en enfermedades degenerativas y miopatias mitocondriales [Santos et al., 2018].
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1.1.3 Eliminacion de especies reactivas de oxigeno

La transformacion enzimatica de las ERO a moléculas menos reactivas es parte de los mecanismos me-
diante los cuales las células se protegen del dafio oxidante. Para ello utiliza la produccién de antioxidantes
endogenos, asi como a la absorcion de antioxidantes o de sus precursores provenientes de la dieta (Figura
I). En un ambiente biolégico, los oxidantes y reductores son también llamados pro-oxidantes y antioxi-
dantes, respectivamente [Simioni et al., 2018]. La maquinaria enzimatica antioxidante esta conformada

por enzimas y otras moléculas, entre las que destacan:

A. Superoxido dismutasa (SOD), que se clasifica como Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD con base a
los cofactores metalicos presentes en el sitio activo [Younus, 2018] y SOD Niquel [Miller, 2001].
Se distribuyen en diferentes compartimentos celulares catalizando la dismutaciéon del O>*— en oxi-

geno molecular y H2O», 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. Glutation (GSH), es el tiol no enzimatico mas abundante en la célula. Entre sus funciones, la de-
fensa antioxidante es una de las mas importantes, contrarrestando constantemente el incremento
de las ERO, minimizando el dafio oxidante a tejidos y células. En respuesta a EO, dos moléculas
de GSH se oxidan a glutation oxidado o disulfuro de glutation (GSSG), que se reduce de nuevo a
glutation reducido (GSH) a través de GSSG reductasa a expensas de la oxidacion de NADPH que
proviene del ciclo de las pentosas [Forman et al., 2009; Giustarini et al., 2017]. Ademas, el GSH
se usa como cofactor de la enzima glutation peroxidasa (GPx) reduciendo al H2O: con la produc-
cion de GSSG y agua [Lushchak, 2012]. La destoxificacion de xenobioticos y/o de sus metabolitos
es otra de sus funciones primordiales, a través de enzimas como la glutation S-transferasa (GST),
que covalentemente conjugan al grupo tiol del GSH con el sustrato electrofilico respectivo [Lu,
2013; Dringen et al., 2015]. A este respecto, la destoxificacion de xenobidticos se lleva a cabo por
enzimas de fase I, fase I y fase III. Particularmente, las enzimas de destoxificacion de fase II ca-
talizan reacciones de conjugacion que adicionan GSH a los xenobidticos activados [Cooper &
Hanigan, 2010]. Sus tres principales reservorios son el citosol (80-85%), la mitocondria (10-15%)

y en un pequeiio porcentaje el reticulo endoplasmico [Meredith & Reed, 1982; Hwang et al.,
1992].

Existen otros antioxidantes no enzimaticos en la célula, que interactiian con las ERO y terminan las reac-
ciones en cadena de los radicales libres [Liguori et al., 2018]; por ejemplo, la vitamina E (a-tocoferol),
previene la lipoperoxidacion de membranas celulares e inhibe a la proteina cinasa C (PKC) en el contexto
del cancer [Aggarwal et al., 2010]; en tanto, el B-caroteno, la albumina (presente en la sangre) y el acido

urico representan el 85% de la capacidad antioxidante en plasma [Wu et al., 2013]. Por ultimo, los anti-
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oxidantes exogenos incluyen a la vitamina C (que reduce al *OHy O2'—) y a las moléculas fendlicas como
el resveratrol, los flavonoides, el selenio y el zinc [Pisoschi & Pop, 2015]. En general, todos los antioxi-
dantes no enzimaticos donan electrones que provienen de su grupo hidroxilo, neutralizando a la especie
reactiva en cuestion, pero dejando un electron 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:

Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes no enzimaticos
(provenientes de la dieta)
* SOD: Oy~ + O+ 2H* — 2H0; + Oz » Asc: Atrapa O2*—, *OH y 102 y reduce H202 a H>O via
» CAT: 2H202 — O + 2H20 la reaccion APx
* GPx: H20; + DHA — 2H>0 + GSSG * GSH: Sustrato para GST y GR, atrapador de 10», *OH
* PRx: H,O2 + GSH — H20 + GSSG y H20», actia regenerando Asc via el ciclo Asc-GSH
* GR: GSSG + NADPH — 2GSH + NADP+ » Tocoferoles: Protegen a la membrana de la LPx,

destoxificacion de LPx y “quenching” de !O2
» Flavonoides: Atrapador de ERO
* Carotenoides: “Quench” de 102
 Polifenoles: Flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos

Antioxidantes no enzimaticos (en plasma)
* Ceruloplasmina

* Ferritina

 Transferrina

* Albumina

» Metalotioneina

Tabla 1. Clasificacion de antioxidantes. Asc: Acido ascorbico; APx: Ascorbato peroxidasa; GR: Glutatién reductasa; LPx: Lipo-

peroxidacion; DHA: Dihidroascorbato. 10;: oxigeno singulete. Tomado de Mironczuk-Chodakowska et al. [2018].

1.1.4 Papel de las especies reactivas de oxigeno como moléculas senializadoras

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 dafo, sino que
también tienen un papel en la regulacion de vias de sefializacion que inciden en las respuestas biologicas
y fisiologicas normales (es decir, la biologia redox-reacciones oxido-reduccion-la cual es dictada princi-

palmente por los niveles y la compartamentalizacion del H2Oz) [Schieber & Chandel, 2014].

La sefalizacion redox es necesaria para numerosos procesos celulares, como la diferenciacion celular, la
regeneracion de tejidos y la prevencion del envejecimiento [Holmstrom & Finkel, 2014; Reczek & Chan-
del, 2015]; aunque también es crucial para regular las vias de sefalizacion que controlan diversos estados
de enfermedad [Shadel & Horvath, 2015]. Por ejemplo, el ejercicio fisico es una de las estrategias que
incrementan las ERO, resultando en la activacion de vias benéficas que disminuyen el cancer, la diabetes
y el envejecimiento [Ristow et al., 2009]. Por lo tanto, el balance entre la produccion de las ERO vy la eli-
minacion de estas moléculas es critico para que mantengan su papel sefializador y regulador en diferentes

procesos celulares.

22



2. MECANISMOS DE REGULACION REDOX EN PROCESOS CELULARES
2.1 NF-E2-related factor (Nrf2)

El factor de transcripcion Nrf2 es un miembro de la familia de proteinas relacionadas a p45 (Nrfl, Nrf2 y
Nrf3) que se heterodimerizan con proteinas Maf pequefias (musculoaponeurotic fibrosarcoma) para unirse
al elemento del ADN que actta en cis, llamado ARE (antioxidant response element) o EpRE (electrophile
response element), en las regiones regulatorias de muchos genes de proteccion o defensa antioxidante
(Figura 2). Por muchos afios este factor de transcripcion se ha considerado un blanco terapéutico de gran
valor en diferentes enfermedades asociadas con el estrés oxidante. La actividad de Nrf2 esta regulada por
su represor transcripcional (la proteina Keapl) aunque también existen otros mecanismos no canonicos
que modulan su actividad, como la fosforilacién por diferentes cinasas, etc. [Silva-Palacios et al., 2018;
Silva-Islas & Maldonado, 2018]. En condiciones normales, el dimero de Keapl se une a Nrf2, ubiquiti-
nandolo e induciendo su proteolisis via el proteosoma; mientras que, en condiciones de estrés, la disocia-
cion del complejo Nrf2/Keapl evita su degradacion (Figura 2). La mayor parte de los compuestos que
inducen al factor de transcripcion lo hacen interrumpiendo su unién con Keapl. Una vez activo, Nrf2 in-
duce la expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la homeostasis redox, el metabo-
lismo de xenobidticos, el metabolismo anaerobico, la reparacion del dafio al ADN, la proliferacion y las
respuestas de sobrevivencia, asi como la autofagia y el proteosoma. Al aumentar la expresion de enzimas
antioxidantes, mantiene la morfologia y la funcién mitocondrial [Khan et al., 2018]. Gran parte de la in-
vestigacion acerca de la modulacion de Nrf2 se ha enfocado en la induccion de su activacion; sin embar-
g0, como se comentd previamente, la disminucion en las ERO no siempre tiene efectos positivos para los
organismos. Por lo tanto, una regulacion inadecuada de su activacion puede llevar a efectos deletéreos en
muchas enfermedades, incluso aquellas asociadas a la edad [Menegon et al., 2016]. Por ejemplo, el raton
knock out de Nrf2 (Nrf2--) es mas propenso a desarrollar cancer en respuesta a estimulos quimicos y fisi-
cos [Lida et al., 2004] e inducir un incremento en la metastasis [Satoh et al., 2010]. Mientras que su hi-
peractivacion confiere ventajas a las células cancerosas, que incluyen la proteccion ante la apoptosis y la
senescencia, la promocion 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 Induccion de Nrf2

Los activadores/inductores de Nrf2 se pueden dividir en dos categorias, segiin su mecanismo de accion.
La primera pertenece a los activadores electrofilicos indirectos, que se unen covalentemente al tiol de la
cisteina en el dominio de dimerizacién de Keapl. La combinacion con el activador provoca un cambio
conformacional del represor, desencadenando la desintegracion del complejo Keap1/Nrf2 e incrementan-

do la acumulacion de Nrf2 y, por lo tanto, favoreciendo su fosforilacion y posterior translocacion al ni-
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cleo. La segunda categoria son los activadores directos no-electrofilicos, que se unen directamente al do-
minio de unién a Nrf2 de Keapl, evitando la formacion del complejo Keap1/Nrf2 [Chu et al., 2017]. Los
antioxidantes fendlicos, 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-

presion 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 disociacion del complejo Kea-
p1/Nrf2 a través de fosforilaciones, evitando el reconocimiento de la proteina por el proteosoma [Nguyen
et al., 2004]. Se ha propuesto que otras cinasas también pueden estabilizar al factor de transcripcion Nrf2.
Por ejemplo, la inhibicion de MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/kinase extracellular signal-
regulated kinase) disminuye la activacion 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) atenta la
estabilizacion de Nrf2 promovida por carnosol, lo que sugiere un posible papel de las MAPK/ERK y de
PI-3K en la regulacién del factor de transcripcion [Martin et al., 2004]. En general, la fosforilacion es im-
portante para la activacion de Nrf2 e involucra a diferentes proteinas cinasas, cada una de las cuales tal
vez esta asociada con la regulacion de la actividad especifica del factor de transcripcion relacionadas a

distintas cascadas de sefializacion.
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Figura 2 Induccion del factor de transcripcion Nrf2. ERO: especies reactivas de
oxigeno, P: fosforilacion, SFN: Sulforafano.
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3. ACTIVACION DE Nrf2 EN DIVERSOS CONTEXTOS PATOLOGICOS

La activacion del factor de transcripcion 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 activacion de este factor de transcripcion evita el
dafio que ocurre por un lado en una patologia neurodegenerativa asociada a disfuncion cardiaca y, por

otro lado, en el dafio por isquemia y reperfusion cardiaca.

3.1 Envejecimiento y Enfermedad de Huntington

El dramatico incremento en el nimero de adultos mayores en las tltimas décadas se asocia con el aumen-
to en el niumero de hospitalizaciones y el déficit en los sistemas de salud publica, debido a la mayor sus-
ceptibilidad de esta poblacion a desarrollar diferentes condiciones patologicas [Silva-Palacios et al.,
2018]. Aunque se cree que el envejecimiento se debe a una pérdida gradual de la integridad gendmica,
protedmica y metabolica [Lewis et al., 2010], el mecanismo exacto que induce este deterioro atin se des-
conoce. El dafio a la funciéon mitocondrial y la sobreproduccion de ERO fue una de las primeras propues-
tas consideradas desde los afios 50’s como un determinante causal del envejecimiento [Harman, 1956].
Sin embargo, muchos grupos de investigacion han puesto en tela de juicio la validez de la Teoria del En-
vejecimiento acuiada por el Dr. Denham Harman, ya que los resultados experimentales son incompatibles
con las premisas de dicha teoria [Buffenstein et al., 2008; Pérez et al., 2009a, b]. Sorprendentemente,
tampoco existen datos que apoyen un vinculo directo entre la reduccion de la funciéon 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 funcion mitocondrial comprometida, sin acelerar su proceso de
envejecimiento [van Remmen et al., 2003]. Més atn, un estudio por Dell agnello et al. [2007] reportd que
ratones Surfl-- incrementan su esperanza de vida a pesar de una reduccion dramatica en la actividad del
complejo IV mitocondrial. Por otro lado, la forma en que las células responden a los cambios del entorno,
la nutricion 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, estan regulados
por variaciones en el estado redox [Jones, 2015]. Por lo que el interés en la funcidon de las moléculas que
producen o censan las variaciones redox en la célula, siguen generando un gran interés en el estudio de

diferentes patologias y en el campo del envejecimiento.

3.1.1 Enfermedad de Huntington: ;Desorden neurocardiaco?

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neuroldgico cuya caracteristica mas conocida es la
neurodegeneracion prevalente en el nucleo estriado, los ganglios basales y la corteza cerebral (Figura 3),
lo que produce sintomas neurologicos que engloban trastornos motores, cognitivos y psiquiatricos [Crit-

chley et al., 2018]. Ademas, es resultado de la expansion patologica de repeticiones CAG (citosina-adeni-
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na-guanina) trinucledtidas (que codifica a la poliglutamina, poliQ) en la proteina huntingtina (Htt) [Din-
kova-Kostova et al., 2018]. Aunque la patologia cerebral es el marcador mejor estudiado de la EH, la Htt
se expresa en muchos otros tejidos y drganos en mamiferos [Strong et al., 1993]. Evidencias recientes
sugieren que la disfuncion cardiaca juega un papel importante en la progresion 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 patologia, podrian constituir objetivos terapéuticos interesantes para retrasar

el inicio y progresion de la enfermedad [Diguet et al., 2009].

A la fecha no se conoce la funcion bioldgica de la Htt en el corazon ni en otros tejidos periféricos, inclu-
yendo el sistema nervioso central [Moffitt et al., 2009]. La expansion del CAG en el gen Htt conduce a
cambios estructurales en la proteina mutada, generando agregados proteicos. La relacion entre la Htt mu-
tada (mHtt) y la disfuncion 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
disminucion en la contractilidad. Otros grupos han descrito eventos cardiacos patoldgicos en animales
pre-sintomadticos y en la etapa final de la enfermedad. Mielcarek et al. [2014a], observaron fibrosis e in-
cremento de nucleos apoptoéticos en cardiomiocitos de ratones pre-sintomaticos. En el modelo denomina-
do BACHD (ratones que portan una construccion 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-sintomaticos desde los 3 meses de edad hasta su vejez (15 meses de
edad). Ademas, los ratones jovenes mostraron una sobre-regulacion 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 disfuncion electromecanica asociada con estrés oxidante y severas arritmias. Los ratones knock-in
Q175 (que poseen una sola copia de la mutacion en la posicion 175 de la glutamina) desarrollan fibrosis
en el septum interventricular y reduccion del tamafio de los cardiomiocitos a medida que envejecen
[Cutler et al., 2017]. Por otro lado, Wood et al., [2012] observaron cambios funcionales asociados con
cardiomiopatia dilatada en ratones R6/2 (raton transgénico que expresa el exon 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 mutacion se inserta en el gen Hdh, que codifica para la huntingtina en ratén) con 150 repeti-
ciones de glutamina [Menalled & Chesselet, 2002]) se aprecio disfuncion contractil [Mielcarek et al.,
2014b]. Finalmente, ratones R6/1 (raton transgénico que expresa el exén 1 del gen EH humano con apro-
ximadamente 115 repeticiones CAG [Li et al., 2005]) desarrollan bradi- y taquicardia, fibrilacion auricu-

lar y muerte cardiaca subita [Kiriazis et al., 2012].
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A pesar de que los estudios epidemioldgicos claramente identifican a la insuficiencia cardiaca como la
segunda causa de muerte mas comun en estos pacientes (la primera es el suicidio), incluyendo a aquellos
mayores de 60 afios [Lanska et al., 1998; Zielonka et al., 2014], existen muy pocos estudios sobre las cau-
sas de la disfuncion cardiaca en estos pacientes, dado que esta patologia se ha descrito como un desorden
exclusivamente neuroldgico. Sin embargo, se ha observado que en el suero de personas afectadas por la
EH, incrementan los catabolitos de nucleotidos y disminuyen los niveles de adenosina [Toczek et al.,
2016a]. Estos metabolitos representan los primeros biomarcadores identificados que se relacionan con la
disfuncion del muasculo estriado en EH, en estudios pre-clinicos y clinicos. Ademas, este mismo grupo de
investigacion ha sugerido que la mHtt podria disminuir el metabolismo de nucleodtidos a nivel transcrip-
cional en el corazon [Toczek et al., 2016b]. De manera importante, la mHtt interactia con genes regulado-
res como las desacetilasas de histonas (importantes para los cambios de expresion génica) en la EH y en
algunas cardiomiopatias [Piotrowska et al., 2017]. Otro estudio clinico realizado por Stephen et al. [2015]
en una cohorte de pacientes tempranamente sintomaticos, reveld disfuncion 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-sintomati-
cas de la enfermedad, asi como un incremento en el espesor de la intima media. Mientras que, en varios
reportes con cohortes pequefias de pacientes sintomaticos se reporta que ¢éstos presentan actividad cardio-
vagal aumentada [Andrich et al., 2002], frecuencia cardiaca reducida [Melik et al., 2012] y presion diasto-
lica baja [Kobal et al., 2010].
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3.1.2 Modelo farmacologico de la EH: dcido 3-nitropropionico

Se ha propuesto que la disrupcion del metabolismo energético mitocondrial es un mecanismo bioquimico
comun entre la exposicion a ciertas toxinas ambientales y el inicio de diferentes enfermedades neurode-
generativas. Por lo que los modelos excitotoxicos mas comunes, como los de acido kainico, acido iboténi-
co y el acido quinolinico, afectan la funcion mitocondrial induciendo muerte celular tras su instilacion
intracerebral [Guncova et al., 2011]. El 4acido 3-nitropropiénico (3-NP), compromete la funcién mitocon-
drial, reduce la produccion de energia e induce de manera efectiva cambios neuroconductuales especificos
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 farmacolégico muy utilizado de esta enfermedad.
Los animales tratados con 3-NP presentan rapidamente anormalidades motoras especificas y déficit cog-
nitivo (incluyendo déficit de memoria). Estas anomalias de comportamiento incluyen bradicinesia, hi-
poactividad seguido de hiperactividad y, finalmente, recumbencia en la condiciébn mas 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 dacido 3-nitropropionico

El 3-NP y sus derivados son nitrocompuestos alifaticos universalmente distribuidos en plantas toxicas
como Astragalus e Indigofera endecaphylla identificadas en 1954 [Alston et al., 1977; James et al.,
1980]. Sin embargo, no fue hasta los afios 80’s, en que se reportd que la ingesta de cafia de azucar conta-
minada con el hongo Arthrinium era la responsable del desarrollo de una encefalopatia aguda en nifios,
generandoles necrosis simétrica bilateral de los ganglios basales y -en algunos individuos- distonia irre-
versible [Hu, 1986; He, 1987; He et al., 1995]. El almacenamiento en condiciones de humedad promueve
el crecimiento fungico en el cuerpo de la cafia y quienes consumen dicha planta, pueden desarrollar sin-
tomas gastrointestinales, pero raramente desordenes del SNC; sin embargo, los nifios pueden mostrar sig-
nos de una severa encefalopatia [Sabri et al., 2000]. En su momento, se informé de mas de 884 casos des-
pués de la intoxicacion con la cafia contaminada, de los cuales 88 murieron por intoxicacion [He, 1987].
La caracteristica clinica primaria de todos los casos fue irritacién gastrointestinal con un inicio abrupto.
La afectacion del SNC generalmente se manifesté como pérdida de la conciencia, convulsiones frecuen-
tes, reflejos plantares extensores o anomalias en el electroencefalograma, lo que indicaba encefalopatia
[Liu, 1986]. En pacientes moderadamente afectados, mirada forzada hacia arriba, desviacion conjugada
de los ojos y movimiento incontrolable e involuntario de los ojos (nistagmo) son hallazgos frecuentes. En
casos graves, el desarrollo de distonia retardada es una caracteristica comun. Las particularidades del sin-
drome distonico después de la encefalopatia aguda inducida por la cafia de azucar con moho son: apari-
cion de coma, retraso en la aparicion de distonia luego de recuperar la consciencia, movimientos involun-

tarios dramaticos, muecas faciales, atetosis sostenida, torticolis espasmoédica, espasmos de torsién, movi-
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mientos bruscos que asemejan a la corea o espasmos paroxisticos dolorosos en las extremidades y afasia
motora o disartria no progresiva e irreversible. El anélisis de escaneo en pacientes distonicos indicéd hipo-
densidades bilaterales en el nucleo lenticular (mayormente en el putamen y en menos cantidad en el globo

palido), lo que probablemente explica los sintomas extrapiramidales [He, 1987; Ludolph et al., 1991].

3.1.3 Mecanismo de accion del dcido 3-nitropropionico

Tras ser administrado in vivo de forma oral o sistémica, el 3-NP compromete la funciéon mitocondrial y
reduce la produccion de energia, ademas 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 degeneracion 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; Herndndez-Echeagaray et al., 2011].

La estructura quimica del 3-NP es isoelectronica 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 sintesis de ATP (Figura 4c) [Alexi, 1998]. La SDH, también lla-
mada complejo I (CII) de la CTE, se compone de una gran subunidad de flavoproteina que contiene un
flavin adenin dinucle6tido unido covalentemente a la proteina, tres diferentes centros Fe-S y dos pequefias
subunidades de anclaje de membrana (cadena C y D) ligando un unico grupo hemo de tipo B [Huang et
al., 2006]. Alston et al. [1977] propusieron que el nitrogeno (N5) de la flavina interactua con el 3-NP for-
mando un aducto estable, inactivando al complejo permanentemente (Figura 4b). Sin embargo, también
se ha descrito que la forma dianion 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 cisteina 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 ciclico 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 inhibicion
de la SDH con 3-NP en la mitocondria, se induce la deplecion de ATP previniendo la salida de Nat y Ca2*
de las neuronas, conllevando a la despolarizacion 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]. E1 Ca2* extracelular puede también entrar
a las células via receptores no-NMDA, tal como receptores AMPA (a-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 [CaZ*];, el cual conduce a la produccion de ERO y 6xido nitrico (NO),
via la enzima sintasa de 6xido nitrico (NOS) [Brouillet, et al., 2005]. EI NO, secundario a la activacion de

la NOS, puede reaccionar con el anion superdxido formando peroxinitrito (ONOQe), el cual disminuiria
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aun mas el contenido de ATP celular [Lee & Chang, 2004]. El Ca2* puede entrar a la mitocondria, condu-
ciendo a una mayor produccion de ERO, deplecién de ATP y la induccion del poro de la transicion mito-
condrial (mPTP) [Pang & Geddes, 1997]. La induccion de dicho poro resulta en la liberacion de citocro-
mo ¢ junto con la subsecuente activacion de las caspasas; en tanto, las calpainas inducen el rompimiento
de una gran cantidad de proteinas, todo lo cual produce dafios irreversibles y eventualmente la muerte
neuronal [Brouillet et al., 2005; Tunez et al., 2010]. Ademas, 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 inhibicion de ambos complejos, conllevaria a una sobreproduccion de ERO, potenciali-

zando el dafio a mitocondrias y promoviendo la muerte celular.
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Figura 4 Mecanismo de accion del dcido 3-nitropropionico. (a)
Comparacion de la estructura quimica entre el 3-NP y el acido succi-
nico. (b) Mecanismo de la inactivacion de la SDH. (¢) Ubicacion de la
SDH en la CTE y el ciclo de Krebs.

Aunque el mecanismo de dafio por 3-NP no es del todo claro en el sistema cardiovascular, se ha reportado

un incremento en la generacion de Ox'— inducida por Antimicina-A en presencia de sustratos del CI y una

30



disminucion de la oxidacion de sustratos del CII. Por otro lado, Bacsi et al. [2006] sefialan que la genera-
cion del O2— esta localizada en el sitio entre la poza de ubiquinol y el bloqueo por 3-NP en el CII. Ade-
mas, el 3-NP induce la apertura del mPTP [Mirandola et al., 2010] e inhibe el consumo de oxigeno en
mitocondrias cardiacas aisladas [Lopez et al., 1998]. En general, la neurodegeneracion, ¢ incluso la car-
diotoxicidad, inducidas por el 3-NP dan lugar a déficit energético, excitotoxicidad y EO [Liot et al., 2009;
Cho & Kim, 2015].
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Figura 5 Eventos celulares relacionados con la toxicidad inducida por el dcido 3-nitro-
propionico. En cerebro y corazon estos eventos incluyen: la perturbacion de la homeosta-
sis del calcio, el incremento en las ERO y la produccion de NO, la activacion de caspasas,
la sobrecarga de calcio mitocondrial y la apertura del mPTP, lo que induce dafio y subse-
cuentemente la muerte celular.

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 disminucion de la respuesta antioxidante dependiente
de la edad se relaciona con una translocacion 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 acido a-lipoico [Suh et al., 2004] y el tBHQ [Alarcon-Aguilar
et al., 2014] restauran los niveles nucleares de Nrf2 en diferentes modelos. Por lo que no es sorprendente
que investigaciones recientes centren su atencion en la identificacion de moléculas activadores de la via
Keap1/Nrf2. Muchas de ellas incluyen al sulforafano [Bai et al., 2015], acido cafeico [Lee et al., 2010],
curcumina [Correa et al., 2013], resveratrol [Kim et al., 2018] y tBHQ [Alarcon-Aguilar et al., 2014]. La
naturaleza protectora de éste ultimo se ha evaluado en diversos modelos patologicos [Pérez-Rojas et al.,

2011; Fu et al., 2018]. E1 BHA es un compuesto fenolico ampliamente usado como un conservador en la
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industria alimentaria para preservar aceites y grasas [Abiko et al., 2011]. Una rapida O-desalquilaciéon por
las isoenzimas del citocromo P450 conducen a la produccion del tBHQ [Verhagen et al., 1989]. Entre sus
propiedades, la capacidad antioxidante del tBHQ brinda proteccion a animales y lineas celulares contra el
dafio oxidante, radiacion y toxicidad de varios xenobidticos [Pérez-Rojas et al., 2011]. Varias lineas de
evidencia sugieren que tBHQ puede activar al factor de transcripcion Nrf2, cuya activacion y la subse-
cuente sobre-regulacion de sus genes blanco durante la exposicion a tBHQ son atribuibles a la formacion
de bajos niveles de ERO (particularmente O>*— y H202) [Gharavi et al., 2007]. Sin embargo, Dinkova-
Kostova & Wang [2011] reportaron que el tBHQ por si mismo no activa a Nrf2; mas bien, su producto de
oxidacion (tert-butilbenzoquinona, tBQ) es quien lo induce debido a sus propiedades electrofilicas [Wang
et al., 2010] (Figura 6).
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Figura 6 Induccion de Nrf2 por tert-butilhidroquinona. El
BHA sufre una O-desalquilacion por las isoenzimas de cito-
cromo P450 produciendo tBHQ, el cual se auto-oxida a
tBQ. Las reacciones redox en la conversion de tBHQ a tBQ,
conducen a la produccion de Ox*—y H20». Tanto la modifi-
cacion oxidativa como la covalente, son las dos de las pro-
puestas que explican la activacion de Nrf2.
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3.2 Isquemia-Reperfusion cardiaca

Otro fendmeno asociado al aumento en las ERO, y en el que podria participar Nrf2, es la isquemia-reper-
fusion (I/R). Este fendomeno subyace a muchos trastornos, especialmente al infarto agudo al miocardio
(IAM). La lesion por I/R ocurre al interrumpir el suministro de sangre a un 6rgano; si bien la reperfusion
del tejido isquémico es esencial para la supervivencia, también favorece la muerte celular a través de la
generacion de ERO mitocondriales [Pell et al., 2018]. El interés creciente en entender los mecanismos que
engloban al dafio por I/R, es dar pie a desarrollar herramientas que lo prevengan. En este sentido, la mo-
dulacion de la produccion de las ERO ha sido implicado como un mecanismo clave en la cardioprotec-
cion. Sin embargo, las estrategias basadas en antioxidantes han tenido una aplicacion limitada (o casi
nula) en los estudios clinicos [Rodrigo et al., 2014; Ekeloef et al., 2017], lo que se ha explicado en base a
su impermeabilidad celular o accidén espacio-temporal inadecuada [Penna et al., 2009]. Para sobreponer
esta limitacion, una estrategia alternativa ha sido estimular la respuesta antioxidante celular enddégena. A
este respecto, breves episodios no letales de I/R protegen contra los efectos deletéreos de la reperfusion;
fenomeno conocido como acondicionamiento isquémico, estudiado en el corazén y en otros o6rganos [Ca-
brera-Fuentes et al., 2016; Hausenloy et al., 2016]. El acondicionamiento isquémico protege al miocardio
via la activacion de cinasas de senializacion contra el daiio por reperfusion (RISK, reperfusion injury sal-
vage kinase) las cuales han sido extensamente estudiadas en cardiomiocitos [Frohlich et al., 2013]. Un
estimulo particular que propicie el acondicionamiento de 6rganos como el corazon, podria involucrar pro-
gramas moleculares que produzcan tolerancia duradera (>24 hrs) contra la lesion isquémica. Sin embargo,
la cardioproteccion conferida por dicha estrategia, es un complejo sistema de sucesos cuyos mecanismos

atn no se han resuelto totalmente [Hernandez-Reséndiz et al., 2018b].

3.2.1 Eventos celulares en la isquemia-reperfusion

En su manifestacion clasica, la privacion del suministro de sangre puede provocar dafio tisular al corazon
debido a la falta de oxigeno y nutrientes necesarios para la produccion de energia [Paradies et al., 2018].
La isquemia resulta en la pérdida de la funcion contractil del corazon y el dafio miocardial [Gottlieb,
2011]. En tanto, la reperfusion oportuna restaura el flujo sanguineo, el suministro de oxigeno y nutrientes,
mejorando la funcioén contractil post-infarto y la sobrevivencia de los pacientes [Dongworth et al., 2014].
Paraddjicamente, esta intervencion podria resultar en inflamacidon y dafio oxidante [Yellon & Hausenloy,
2007; Eltzschig & Eckle, 2011] conduciendo a la muerte de los cardiomiocitos y una subsecuente lesion

miocardial irreversible, fenomeno cominmente llamado dario por reperfusion [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 [Schoming et al., 2005]. Se-
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senta segundos sin flujo sanguineo, son suficientes para agotar las reservas de fosfatos de alta energia en
forma de creatina cinasa activada por AMP (AMPK), que estimula la produccion de ATP a través de la via
anaerobia para mantener la funcidén de los canales idnicos [Paradies et al., 2014]. El cambio del metabo-
lismo hacia la glucolisis anaerobia, conduce a la acumulacion de lactato y a la acidificacion citosodlica (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 i6nicos asi como una sobrecarga de Ca2* en los cardiomiocitos
(estado de hipercontractura) [Maack & O’Rourke, 2007]. Ademas, dicha sobrecarga contribuye a la alte-
racion de la membrana plasmatica 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 via el intercam-
biador Na*/Ca2*, cuya ablacion conduce a una repentina muerte [Luongo et al., 2017]. A pesar de la au-
sencia de oxigeno y nutrientes, el pH acido mantiene cerrado el mPTP, cuya apertura se relaciona con la
muerte celular [Crompton et al., 1999] y con el inicio de cascadas apoptdticas debidas a la liberacion de

citocromo ¢ desde la mitocondria [Zhang et al., 2016].

3.2.1.2 Reperfusion

La restauracion oportuna del flujo coronario es un requisito indispensable para salvar al miocardio del
infarto, ya que permite corregir los cambios metabolicos ocurridos durante la isquemia [Silva-Palacios et
al., 2016]. A nivel celular, la reperfusion temprana re-establece el pH extracelular debido al lavado de H*
y acido lactico, este evento favorece la actividad del intercambiador Na*/H* y, por lo tanto, la entrada de

Na*. El Na* es eliminado via la Na*/K+ ATPasa y por el intercambiador de Na*/Ca2*, lo que hace que se

acumule el Ca?* que puede contribuir a la lesion por reperfusion [Boengler et al., 2018]. (Figura 7).

3.2.1.3 Lesion por reperfusion

Los cambios metabodlicos y estructurales deletéreos que potencialmente pueden inducir muerte celular,
como consecuencia de la re-apertura del segmento epicardico de la arteria relacionada con el infarto, se
conocen como dario por reperfusion. Luego de la entrada de oxigeno y nutrientes, el aumento en la dispo-

nibilidad de ATP y la restauracion del pH favorecen los eventos deletéreos en dicha lesion [Paradies et al.,
2018]:

A. Estrés oxidante: La reducida disponibilidad de oxigeno durante la isquemia altera la OxPhos con-
duciendo a la despolarizacion de la mitocondria, la deplecion de ATP e inhibicion de la funcion
contractil. En ratas con isquemia, la generacion de ERO se incrementa rapidamente debido a la re-
entrada de sangre oxigenada [Zhu & Zuo, 2013]. Alrededor del 0.2-2% del oxigeno absorbido por
las células se convierte en ERO [Boveris et al., 1972; Chen & Zweier, 2014]. De hecho, valores de
6.1 £ 0.4 uM durante la isquemia y un aumento durante la reperfusion (11.4 = 0.6 uM) vs. un gru-

po control (4.7 £ 0.5 uM), fueron los primeros en ser reportados [Zweier et al., 1987]. Aunque el
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C.

D.

CI y el CIII generalmente se consideran los principales sitios de produccién de ERO en el dafo
por reperfusion, estudios recientes sugieren que el CII puede ser un sitio adicional de produccion
de dichas especies. Chouchani et al. [2014] demostraron que, la produccién de O>*— ocurre debido
a la acumulacion de succinato y su rapida oxidacion por el transporte de electrones reverso al co-
mienzo de la reperfusion [Quinlan et al., 2012]. Ademas, la inhibicion de la SDH preserva la fun-

cioén mitocondrial y reduce la lesion por I/R en el miocardio [Valls-Lacalle et al., 2016].

Sobrecarga de Ca?*: La activacion de la bomba dependiente de ATP del SR o SERCA, temporal-
mente puede secuestrar y almacenar el Ca2* en exceso; sin embargo, si la concentracion de calcio
rebasa la capacidad del SR, inicia un ciclo de liberacion y re-captacion de este ion causando un
estado de hipercontractura de las miofibrillas [Luongo et al., 2017]. Durante la I/R, un incremento
de Ca2* citosolico conduce la entrada del ion en la mitocondria a través del uniportador de Caz*
mitocondrial (MCU, [Ca?*]mit) llevando a la activacion 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 corazon [Rasmussen et al., 2015] no se protegen del dafio por reperfusion. Ademas,
Parks et al. [2018] indicaron que mitocondrias MCU-- incrementan la fosforilacion de CypD-S42,
disminuyendo la sensibilidad al Ca2*y permitiendo la activacion del mPTP en ausencia de un au-

mento del calcio en la matriz.

Apertura del mPTP: El mPTP es un poro de gran conductancia [Boengler et al., 2018] cuya aper-
tura ocurre al inicio de la reperfusion [Morciano et al., 2017] induciendo hasta un 40% de la muer-
te celular [Di Lisa et al., 2001]. La sobrecarga de [CaZ*]mi, 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 formacion de ERO durante la
I/R [Jang et al., 2017; Ramirez-Camacho et al., 2018]. Desde hace 30 afos, 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

lesion por reperfusion, inhibiendo al mPTP.

Inflamacion: La respuesta inflamatoria juega un papel critico en el incremento del tamafio del in-
farto y el subsecuente remodelamiento del ventriculo izquierdo (LV, left ventricle) post-infarto
[Ong et al., 2018]. El papel preciso de la inflamacion al comienzo del infarto ha sido debatido
desde los afos 80's [Engler & Covell, 1987]. Al inicio de la isquemia, se induce una respuesta
pro-inflamatoria, mientras que en la reperfusion se exacerba contribuyendo a la muerte del car-
diomiocito y dafio al miocardio que se manifiesta entre las 6 y 24 h post-reperfusion [Zhao et al.,
2000; 2001]. Iniciada la respuesta pro-inflamatoria a través de la accion concertada de varios pro-

cesos, incluyendo la produccion de ERO en los primeros 2 a 10 min de la reperfusion [Vinten-
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Johansen, 2004], resulta en la liberacion de citocinas, quimiocinas y neutrofilos en la region is-
quémica [Hernandez-Reséndiz et al., 2018a; Ong et al., 2018]. La estimulacion del factor de
transcripcion NF-kB (nuclear factor-kappa B) lleva a cabo la expresion de interleucinas como el
factor de necrosis tumoral-a (TNFa), interleucina-1p3 (IL-1B) e interleucina-18 (IL-18) iniciando
la respuesta inflamatoria [Toldo et al., 2018]. En modelos experimentales, la IL-1a es liberada de
los cardiomiocitos dafiados, mientras que la IL-1p se sobre-regula después del infarto. Por ejem-
plo, tanto la inhibicion genética como la farmacologica de la IL-1, han mostrado reducir el tamafio
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 modulacion ha
dado resultados controversiales. Por ejemplo, los ratones deficientes en IL-6 mantienen un area
infartada similar [Fuchs et al., 2003] o incluso mas pequeio [Jong et al., 2016] comparado con un
raton wild type. De forma similar, Hartman et al. [2016] mostraron que la administracion del anti-

cuerpo del receptor de [L-6 (MR16-1) antes de la reperfusion, aument6 la remodelacion del LV.
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Figura 7. Eventos celulares en la isquemia/reperfusion. La formacion y crecimiento de la placa ateromatosa genera un even-
to isquémico. Las alteraciones incluyen reduccion del flujo sanguineo y, por consecuencia, la reduccion de nutrientes y la
disponibilidad de oxigeno, favoreciendo la activacion de la glucolisis anaerobia (principal fuente productora de ATP). La
acumulacion de lactato y protones (H*) proveniente de la hidrolisis del ATP produce acidosis celular. El incremento intracelu-
lar de H* activa al intercambiador Na*/H* (NHE); este mecanismo y la inactivacion 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 reperfusion oportuna corrige los cambios metabdlicos deletéreos que se
echaron a andar durante la isquemia, como la acidosis, al favorecer la actividad del intercambiador NHE y, por lo tanto, la
entrada de sodio. En presencia de oxigeno se reactiva la OxPhos facilitando la sintesis de ATP, en presencia del cual el sodio
citosélico es regulado por la Na*/K+ ATPasa o por el intercambiador NCX. SR: reticulo sarcoplasmico, RyR: receptores de
rianodina. SERCA: bomba de ATPasa de Ca2+ del SR. cit c: citocromo ¢ [Modificado de Silva-Palacios et al.. 20161.

3.2.2 Consecuencias clinicas del daiio por reperfusion

En la clinica, las consecuencias mas criticas se clasifican como reversibles (arritmias y aturdimiento mio-

cardico) e irreversibles (fendmeno de no-reflujo e incremento del tamafio del infarto). El miocardio atur-
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dido se define como la disfuncion mecénica temporal, pero con flujo sanguineo normal. El no-reflujo o la
obstruccion microvascular, es el término usado para describir la perfusion inadecuada de un segmento
coronario sin que haya evidencia angiografica de la obstruccion del vaso, cuya incidencia favorece la re-
modelacion cardiaca y la re-incidencia del infarto [Reffelmann & Kloner, 2006]. Finalmente, el tamario
del infarto corresponde a la fraccion de tejido necrdtico que suma la muerte producida durante la isque-

mia y la reperfusion.

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 mas robustas y reproducibles de la cardioproteccion ya que significati-
vamente atentia la muerte miocardica producida por la reperfusion. Desde su descripcion inicial, se ha
mantenido un interés sostenido en desentrafiar sus mecanismos, con la esperanza de imitar farmacologi-
camente sus efectos benéficos. Sin embargo, y a pesar de la extensa investigacion, nuestro entendimiento
del mecanismo preciso del IPC aun estd incompleto [Betker et al., 2018]. Periodos cortos y no letales de
isquemia dan como resultado una lesion tisular atenuada durante la reperfusion posterior, la cual es la
base principal del IPC. Sin embargo, y pese a sus efectos benéficos, en la clinica 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 reperfusion, denominado post-acondicionamiento
(PostC), se asocian con una reduccion del tamaiio del infarto en el miocardio (Figura 8). A este respecto,
un estudio piloto, prospectivo, aleatorizado, controlado y multicéntrico demostré que el PostC protege al
corazén durante la angioplastia coronaria después de un IAM [Staat et al., 2005], asociado con una mejo-
ra en la funcion cardiaca hasta un afio después del infarto [Thibault et al., 2008]. Pese a la extension 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 sefializacion [Heusch, 2015], hasta aho-
ra solo un estudio reciente ha logrado demostrar de manera inequivoca la cardioproteccion en pacientes
[Gaspar et al., 2018].

3.2.3.2 Papel de las RISK y el factor de transcripcion Nrf2

La disminucién de la lesién por reperfusion mediante intervenciones mecdnicas y farmacologicas conlle-
va a la cardioproteccion [Rosenberg et al., 2018]. El acondicionamiento farmacologico previene la apertu-
ra del mPTP y limita la disrupcion mitocondrial [Iliodromitis et al., 2015]. El pre-acondicionamiento re-
sulta en dos ventanas de proteccion; la primera ocurre de forma natural y transitoria después de 2 a 3 hrs
del estimulo. La segunda ocurre 24 hrs después y dura aproximadamente 48 hrs debido a la produccion de

proteinas citoprotectoras [Heusch, 2013; 2015]. La fase temprana de la proteccion se induce a través de la
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mitocondria, donde las ERO actian como moléculas de sefializacidon activando proteinas cinasas como
Akt (serine/threonine kinase), ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2), tirosina cinasas y
PKC. Mientras que, la fase de proteccion tardia se debe a la activacion de factores de transcripcion por
estas cinasas, asi como el reclutamiento de vias de sefalizacion para atenuar el tamafo del infarto. Las
dos principales rutas de pro-sobrevivencia son las RISK (que actua 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 lesion por reperfusion
[Ibanez 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 activacion por muchos agentes [Ong
et al., 2015]. Por ejemplo, la estimulacion de receptores acoplados a proteinas G activan a PI-3K, resul-
tando en la fosforilacion de Akt, GSK-3 (glycogen synthase kinase-3), NOS endotelial, PKC y Bcl-2. Di-
versos trabajos indican que la inhibicioén de cinasas, impactan en la cardioproteccion. Por ejemplo, el uso
de queleritrina (inhibidor de PKC), asi como la administracion de Wortmanina y LY294002 (inhibidores
de PI-3K) anulan la cardioproteccion del PostC [Rana et al., 2015]. La cardioproteccion dada por el IPC
se ha relacionado con la activacion tanto de las RISK, asi como del factor de transcripcion Nrf2 (Figura
8). Por ejemplo, Zhang et al. [2013] evidenciaron la participacion de PKC en la sefializacion de Nrf2 en
un modelo ex vivo. Datos de nuestro grupo de trabajo, indican que este mismo mecanismo de proteccion

se induce en la maniobra del PostC [Buelna-Chontal et al., 2014].
3.2.3.3 Sulforafano

La activacion de Nrf2 en este contexto, no solo se induce tras estas estrategias, sino que también funciona
usando agentes exogenos con propiedades antioxidantes o bien moduladoras del estado redox. Particu-
larmente, el sulforafano (SFN, I-isothiocyanato-(4R)-(methylsulfinyl butane) es una molécula lipofila
alifatica pequefia [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 brocoli no solo es el Unico crucifero que produce SFN,
pero si las cantidades mas altas de Grn (alrededor 0.8-21.7 pmol/g) [Clarke et al., 2011]. En general, des-
pués de la conversion de glucosinolatos por la mirosinasa, los isotiocianatos se metabolizan a través de la
ruta del acido mercapturico. Al inicio, los isotiocianatos se conjugan con GSH en una reaccion catalizada
por GST. Le siguen reacciones de escision sucesivas catalizadas por la y-glutamiltranspeptidasa, cisteinil-

glicinasa y N-acetiltransferasa para producir SFN-N-acetilcisteina [ Vanduchova et al., 2019].
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Figura 8 Cascadas de sefializacion activadas por el post-acondicionamiento isquémico. GPCRs:
Receptores acoplados a proteinas G, TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral.

Las propiedades del SFN incluyen su capacidad de incrementar la expresion de enzimas antioxidantes y
de fase II, asi como la inhibicion de la inflamacion 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 quimicos de Nrf2
[Dinkova-Kostova et al., 2004]; una de las caracteristicas mas importantes de esta molécula, es su alta
reactividad quimica debido a la electrofilicidad del carbono central del grupo isotiocianato, el cual rapi-
damente reacciona con los grupos sulthidrilos [Dinkova-Kostova et al., 2017]. Hu et al. [2011] indicaron
que la Cys!5! es una de las cuatro cisteinas preferencialmente modificadas por SFN, causando la disrup-
cion del complejo Keap1/Nrf2, inhibiendo la ubiquitinacion y degradacion 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 nicleo
para activar genes regulados por ARE [Mukherjee et al., 2010; Bai et al., 2015]. La liberacion de Nrf2 de
su represor puede llevarse a cabo después de la fosforilacion por MAPK [Yu et al., 2010] y PKC [Huang
et al., 2002], algunas de las cuales han sido sefialadas como blancos del SEN [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 citoproteccion contra el dafio oxidante inducido por H20z en cardiomiocitos. Por otro
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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 Induccion del Nrf2 por sulforafano. (a) Reaccion de la mirosinasa y la inter-
conversion a sulforafano. (b) Activacion de Nrf2 por sulforafano y el papel de las vias de
sefializacion.
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I1. Justificacion de ambos modelos

Las afecciones a nivel cerebral y cardiaco se posicionan en la cima de la piramide como las principales
causas de muerte en el mundo. Sélo 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) tenian 60 afios o mas. Es por ello que en este
trabajo decidimos abordar el problema con dos aproximaciones experimentales muy diferentes, pero ba-
sadas en la regulacion redox y la participacion de Nrf2, las cuales dieron lugar a un articulo de investiga-
cion y dos articulos de revision.

Por un lado, la enfermedad de Huntington es una patologia de dificil diagndstico y se ha determinado que
las enfermedades del corazon 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 neurodegeneracion co-existe la disfuncion cardia-
ca asociada a la produccion de ERO y de ser asi, determinar si las células cardiacas son capaces de activar
al factor de transcripcion Nrf2 como mecanismo de proteccion luego del dano oxidante inducido por el
acido 3-nitropropidnico (3-NP).

En una segunda aproximacion, para evaluar si la activacion de este factor representa una oportunidad te-
rapéutica para tratar enfermedades asociadas con el aumento en el estrés oxidante, utilizamos el modelo
de dafio por isquemia y reperfusion cardiaca in vivo, usando ratas sometidas a post-acondicionamiento
isquémico (PostC) y tratadas con sulforafano (SFN), dos estrategias de proteccion que podrian converger
en la activacion de Nrf2 como posible mecanismo de cardioproteccion.

La idea de usar dos modelos distintos, usando agentes que modifican el estado redox, es demostrar que la

activacion de Nrf2 es un mecanismo general de proteccion en el corazon.
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III. Hipotesis general de ambos modelos

El factor de transcripcion Nrf2 es una de las principales proteinas involucradas en la respuesta antioxidan-
te, por lo que, se espera que al activarlo mediante la administracion de diferentes moléculas, confiera pro-

teccion cardiaca ante diferentes estimulos que induzcan dafio oxidante.

Hipotesis particular
1. El pre-acondicionamiento con tBHQ inducira cardioproteccion tanto a animales adultos como en viejos

al activar al factor de transcripcion Nrf2 luego del dafio oxidante producido por 3-NP.

2. El SFN reducira el dafio cardiaco estimulando la respuesta antioxidante via la activacion de Nrf2 en

corazones sometidos a isquemia y reperfusion.

A partir de aqui, la tesis se dividira en dos y se describiran los resultados obtenidos en cada uno de mode-
los experimentales de manera independiente, iniciando por el planteamiento de los objetivos y la descrip-

cion de la metodologia utilizada en cada modelo.
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I'V. Modelos estudiados

1. Dario cardiaco en un modelo de la enfermedad tipo Hun-
tington en ratas envejecidas: Papel de las especies reactivas

de oxigeno
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V. Objetivos

1.1.1. General

Evaluar si la disfuncion cardiaca co-existe con la neurodegeneracion inducida por 3-NP y si el factor de

transcripcion Nrf2 podria ser inducido farmacoldgicamente por tBHQ en ratas viejas.

1.1.2 Particulares

a. Evaluar la funcion y morfologia del corazon de ratas adultas y viejas en todos los grupos experi-

mentales.

b. Evaluar marcadores de dafio 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 translocacion y activacion de Nrf2

en ratas adultas y viejas en todos los grupos experimentales.

d. Correlacionar el contenido de enzimas antioxidantes con la activacion de Nrf2 en ratas adultas y

viejas de los grupos experimentales.
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V1. Material y métodos

Esta investigacion se llevo a cabo conforme a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (US-NIH, NIH publicacion 85-23, 1985) y aprobado
por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chéavez. El trabajo experimental
sigui6 las normas de la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio
(NOM.062-ZOO0-1999) y para la eliminacion de los residuos bioldgicos (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 Cardiologia, Ignacio
Chavez y de la Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa. Se emplearon un total de 39 ratas adul-
tas y 36 ratas viejas y se mantuvieron en cajas de acrilico (3 animales por caja) bajo condiciones estandar
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), acido 3-nitropropionico (3-NP) y otros quimicos fueron ad-
quiridos de Sigma-Aldrich (San Luis, MO). Los compuestos se disolvieron en solucion salina isotonica
(SSI) para su administracion. El sistema de deteccion quimioluminiscente y el kit de Oxiblot™ se com-
praron de Millipore (Bedford, MA). Los kits para el ensayo de movilidad electroforética (EMSA) y la

extraccion de proteina 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-y-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 fraccion citosolica 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 continuacion: (1) Grupo control, ratas que recibieron unicamente
SSI intraperitonealmente (i.p.) como vehiculo durante 11 dias; (2) Grupo tBHQ, ratas que recibieron SSI
i.p. durante 4 dias y luego tBHQ (100 mg/Kg/dia) i.p. por 7 dias; (3) Grupo 3-NP, ratas que recibieron
SSI i.p. por 7 dias y luego 3-NP (10 mg/Kg/2 dosis por dia) i.p. por 4 dias y (4) Grupo pre-acondicionado
(PreC), ratas tratadas con tBHQ i.p. por 7 dias, seguido del tratamiento con 3-NP (10 mg/Kg/2 dosis por
dia) i.p. por 4 dias. Este esquema de tratamiento para generar dafio con 3-NP se asocia con una degenera-
cion estriatal, genera sintomas 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].

Dias

Ct ¢ >SS
tBHQ « [100 mg/Kg]
3-NP ¢ s [10 mg/Kg/2 dosis por dia]
PreC ¢ enmssmmmmm—— [100+10 mg/Kg]

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

1.2.5 Evaluacion de la funcion cardiaca por ecocardiografia

Las ratas de los diferentes grupos fueron anestesiadas con una dosis baja de pentobarbital (1.9 mg/100g,
1.p.) para realizar el analisis ecocardiografico usando un ecocardidégrafo Sonos 550 (Koninlijke Phillips
Electronics, Eindhoven, The Netherlands) y un transductor de 12 MHz de acuerdo a nuestro reporte pre-
vio [Hernandez-Reséndiz et al., 2013]. El eje largo y corto paraesternal fueron analizados por ecocardio-
grafia 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 fraccion de eyeccion usando la formula: %FE =Y + [(100 —Y) «
0.15), donde Y = [LVEDD2-LVESD2/LVEDD?] * 100 asi como la fraccion de acortamiento %FA =
[(LVEDD-LVESD/LVEDD) « 100], donde LVEDD es la dimension del LV al final de la diastole y
LVESD es la dimension del LV al final de la sistole [Stein et al., 2007]. Al final, se permiti6é que los ani-

males se recuperaran por algunos dias antes de su eutanizacion, para la extraccion del tejido cardiaco.

1.2.6 Analisis histologico

Los animales se anestesiaron con pentobarbital (5mg/100g, i.p.) y la respuesta a la pérdida del dolor se

evaludé determinando el reflejo del pedal. Los corazones y los pulmones fueron extraidos y pesados, para
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realizar el cociente con respecto al peso corporal para el analisis de la funcién cardiaca. El tejido cardiaco
se fijo en p-formaldehido al 4% por 48 horas, se embebid en parafina y se seccion6 en un micrétomo de
rotacion Leica RM 2125RT (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Las secciones del tejido cardiaco (2
pum de espesor) se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) o tricromico de Masson. EI LV de los tejidos
se analizaron usando un Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una camara integrada Zeiss Axiocam
ERc 5S (LLC, US).

1.2.7 Marcadores de daiio por estrés oxidante

Proteinas. 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). Li-
pidos. El analisis de las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) se us6 para evaluar la lipo-
peroxidacion en homogenados de corazon de acuerdo a Persky et al. [2000]. El aducto MDA « TBA en el
sobrenadante se detecté a 532 nm en un Beckman DU-65 Spectrophotometer (Brea, CA). Las concentra-
ciones de MDA se calcularon en funcion de una curva estandar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano y los resul-
tados se expresaron en TBARS nmol/mg proteina. Niveles de GSH reducido. La determinacion de los ni-
veles de GSH se realizé 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 excitacion y emision, respectivamente en un es-
pectrofluorometro Perkin Elmer LS 54 (Walthman, MA) a 37°C. Los valores obtenidos se compararon
con una curva estandar de GSH y los resultados se expresaron como uM GSH/mg proteina. La concentra-

cion de proteina se determind de acuerdo a Lowry et al. [1951].

1.2.8 Aislamiento de proteinas de las fracciones citosolicas y nucleares

El ventriculo izquierdo (100 mg) se obtuvo al final de cada protocolo experimental. El tejido se congelo y
se macerd con nitrogeno liquido usando un mortero con pistilo. Posteriormente, los tejidos pulverizados
se disolvieron en 1 ml de buffer de lisis RIPA frio (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% SDS,
0.5% desoxicolato de sodio) y 10 ul de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1mM) [Hernandez-Reséndiz et al.,
2015] suplementados con inhibidor de proteasas (Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) y homogeni-
zados usando un homogeneizador Dounce en frio. Los homogenados fueron centrifugados a 11,000 x g
por 15 min a 4°C, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se almaceno a -70°C para los analisis
posteriores. Las fracciones citosolicas 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-

cion de proteina se determind de acuerdo a Lowry et al. [1951].
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1.2.9 Analisis de Western blot

Las proteinas (30-50 ug) de cada fraccion fueron separadas en SDS-PAGE en geles de 10-15%, transferi-
das a membranas PVDF (Inmobilon®-P, Millipore, MA) e incubadas con anticuerpos primarios especifi-
cos contra Nrf2 (1:200), GST (1:200), y-GCS (1:200), HO-1 (0.5 pg/ml), MMP-2 (0.5 pg/ml) y Cola-
geno-III (1:1000). Las proteinas se visualizaron usando un sistema de deteccion quimioluminiscente (Mi-
llipore, MA). Cada membrana fue incubada con su respectivo control de carga (marcadores citosolicos y/
o nucleares: GAPDH/Actina (1:1000) y Lamina-A (1:1000), respectivamente). Todas las imagenes 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 realizé de acuerdo a Buelna-Chontal et al. [2014]. Brevemente, el oligonucledtido
biotinilado que contiene la secuencia del elemento de respuesta antioxidante (ARE: GATCTTTTATGCT-
CATGGTTT) (Accesolab, Ciudad de México) fue usado como el blanco del ADN. Proteinas nucleares
(10 pg) se incubaron en un buffer de reaccion de union que contenia 50 ng/ul de poly (dI+dC), 0.05% No-
nidet P-40, 2.5% glicerol, 10 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 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 realizé adicionando un
exceso de ARE no marcado por 30 min, antes de la adicion 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 vy transferidos a una membrana de nylon cargada positi-
vamente en TBE a 380 mA por 30 min. El ADN transferido se entrecruzé a la membrana y la deteccion
quimioluminiscente se realizé usando un conjugado estable de estreptavidina-HRP. El andlisis de la unién
Nrf2-ADN se llevé a cabo usando el software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln,
Nebraska).

1.2.11 Analisis estadistico

Los datos representan la media + desviacion estandar (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 analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc por comparaciones multiples usando

una prueba de Tukey (GraphPad Prism version 6.0).
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VII. Resultados

1.3.1 Funcion cardiaca y andlisis estructural

Los ecocardiogramas representativos de ambos grupos de edad se muestran en la Figura 11. El peso del
corazon, el peso corporal, la fraccion de acortamiento y la frecuencia cardiaca incrementaron en los ani-
males controles viejos (p<0.01) (Tabla 1) en comparacion con los animales adultos controles; mientras
que la relacion del peso del pulmon/peso corporal y la dimension del ventriculo izquierdo al final de la
sistole (LVESD) disminuyd en animales viejos del grupo control (p<0.01) al compararse con los animales
adultos sin ningln tratamiento. Los datos ecocardiograficos fueron similares en todos los grupos de ani-
males adultos (7abla 1). El tratamiento con 3-NP y tBHQ en animales viejos indujo una disminucion del
peso corporal, el peso del corazén 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 corazén incrementaron en el grupo PreC de
animales adultos y viejos, pero ninguno de estos cambios se reflejo en la fraccion de eyeccion, un indica-
dor de funcion cardiaca. Nuestros datos indican cambios a nivel estructural en el corazén sin comprome-

ter su funcioén en los animales viejos.

1.3.2 Histologia cardiaca

Puesto que existe la posibilidad de que las células tuvieran un umbral para la acumulacion de dafio antes
de que se observe una alteracion en la funcion del 6rgano, exploramos el efecto del 3-NP en ambos gru-
pos de edad a nivel celular. El analisis morfologico de las células cardiacas se realizé con la tincidon de
H&E. Las secciones del corazén del grupo control adulto mostraron una arquitectura normal de los car-
diomiocitos con nucleos colocados centralmente (Figura 124), en tanto en el grupo control de animales
viejos las células estan alargadas (Figura 12B), en ambos grupos la organizacion de las fibras se preservo.
Los corazones de los animales adultos o viejos suplementados con tBHQ no mostraron ningin cambio
visible comparado con sus propios controles (Figura 12C y D); mientras que el tratamiento con 3-NP in-
dujo una mayor desorganizacion 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 neurodegeneracion y los efectos toxicos directos inducidos por 3-NP en el miocardio de ratas
viejas, no concurren con la disfuncion 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, colagena y fibronectina, se analizaron con la tincion de tricromico 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 exacerbd en el tejido cardiaco de los animales viejos (Figura

12L). También se observo fibrosis perivascular en animales viejos tratados con 3-NP (Figura 12M). Inter-
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esantemente, el pre-tratamiento con tBHQ (grupo PreC) increment6 la fibrosis en animales viejos (Figura
12P), pero no en el grupo PreC adulto (Figura 120) el cual mantuvo una apariencia similar a su propio

control.

Ecos

Figura 11 Efecto del tratamiento con 3-NP en la funcion cardiaca de animales adultos y viejos. Imagenes ecocar-
diograficas representativas (Ecos). SIV: septum interventricular, dimension del LV al final de la diastole (LVEDD,
flechas rojas) y sistole (LVESD, flechas amarillas).

Adultos Viejos
Parametro Ct tBHQ 3NP PreC Ct tBHQ 3NP PreC
Peso corporal (BW, g) 247+ 8 260+£13  250+9 242 +£19 385+33 305+312  318+£260 341 +48
Peso del corazéon (HW, g) 1+£0.2 1+0.1 0.9+0.1 1+0.1 2+£04 1.1+£0.1> 1.1+0.1> 1.2+0.1b
HW/BW (g/Kg) 4+04 4+03 37£06 43+04 44+1.14 36+04 34+062 37+07
Peso del pulmén (LW, g) 2+0.1 2+0.3 2+0.3 2+0.3 23+0.8 21+1.06 1.8+0.55 203+04
LW/BW (g/Kg) 9+1 8+0.5 7+1 84+1.8 6.5+2.9 7+34 57£1.0 59+09
SIV (mm) 02+0.01 02+0.01 02+0.01 0.18+0.01» §02+£0.02 02+0.02 02+0.01 0.2+0.01
LVEDD (mm) 54+£03 51+02 510.1 5.1+0.06 52405 45+02 48+04 52406
LVESD (mm) 3+0.1 23+05 26+01 27+02 2.6+ 0.6 17404 21+£05 24405
Fraccion de ejeccion (FE, %) 86+2 90+ 6 86+3 86+3 86+ 8 94 +4 91+4 90+ 6
Fraccion 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+43 131+£18 145+10.7
Parametros funcionales (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) (n=06) (n=3) (n=3) (n=3)

Tabla 1 Parametros estructurales y funcionales de animales adultos y viejos. Los datos representan la media + DE, los numeros en
negro indican p<0.01 vs. Ct Adulto. 9p<0.05, bp<0.01 vs. su propio control.
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H&E Tricrémico de Masson

Ct

tBHQ

3-NP
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Figura 12 Secciones del LV teiiidas con H&E y tricréomico de Masson. Los cambios morfologicos del LV se analizaron con
microscopia de luz (Barras = 40x) en animales adultos y viejos. Imagenes representativas de al menos tres experimentos inde-
pendientes por cada grupo.

1.3.3 Remodelacion cardiaca

El dafio y la pérdida de la matriz extracelular del miocardio (MEM) son caracteristicas importantes de la
remodelacion cardiaca asociada con la edad. Por ello y como un marcador de estos cambios, se evalu6 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 124). La forma ac-
tiva increment6 hasta un 50% (p<0.001) después del tratamiento con 3-NP unicamente en los corazones

adultos, pero no disminuy6 con el pre-acondicionamiento con tBHQ.

Ya que las alteraciones de colagena han sido relacionadas con cambios en la MEM, su contenido también
se evaluo. Como se muestra en la Figura 134y B, el contenido de colagena-III increment6 (p<<0.001) en
corazones viejos controles vs. los animales adultos controles, corroborando la activacion de procesos de
remodelacion en el envejecimiento cardiaco. El tratamiento con 3-NP exacerb6 hasta 10 veces el conteni-
do de colagena-1Ill en corazones adultos (Figura 13E, p<0.001) en tanto el pre-acondicionamiento con

tBHQ lo disminuy6 (Figura 134, p<0.001). Estos resultados correlacionan con los cambios en la organi-
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zacion de las miofibrillas antes observados (Figura 12E). Por otro lado, el tratamiento con 3-NP incre-
mento los niveles de colagena-III en un 60% en los animales viejos comparado con su propio control, lo
que se evitd parcialmente por el pre-acondicionamiento con tBHQ (Figura 13B y E). Estos resultados
mostraron que la respuesta cardiaca al dafno inducido por 3-NP y el pre-tratamiento con tBHQ difieren

entre individuos adultos y viejos.
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Figura 13 Remodelacion cardiaca en corazones de animales adultos y viejos. Iméagenes representativas del contenido
de metaloproteinasa-2 (MMP-2) y coldgena-III en animales (A) adultos y (B) viejos, normalizados con GAPDH. El
analisis densitométrico se realizd después de la deteccion quimioluminiscente de MMP-2 (C, D) y colagena-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, <p<0.001, 9p<0.05 vs. 3-NP. Los asteriscos (*) indican p<0.001 vs. control Adulto.

1.3.4 Marcadores de dario por estrés oxidante

Para correlacionar estos resultados con el dafio oxidante, se midio la oxidacion de proteinas y de lipidos,
junto con los niveles de GSH. La Figura 144 muestra que el tratamiento con 3-NP aumenta la oxidacion
de proteinas (p<0.01) y de lipidos (Figura 14B, p<0.001) en los corazones de ratas adultas, sin ejercer
ningun efecto en los corazones de animales viejos (Figura 144 y B). Por otro lado, el pre-acondiciona-
miento con tBHQ produjo una ligera disminucion, aunque no significativa, en la lipoperoxidacion de co-
razones adultos comparados con los animales viejos (Figura 14B). Sin embargo, en el grupo de mayor
edad, el pre-acondicionamiento con tBHQ increment6 significativamente la oxidacion de proteinas (Figu-
ra 144). El contenido de GSH fue mas 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
disminuy6 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 dafio que se genera durante el proceso de enveje-

cimiento alcanzan un umbral méximo que no permite observar un efecto del 3-NP.
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Figura 14 Marcadores de daiio por estrés oxidante. (A) Evaluacion de proteinas oxidadas en homogenado de tejido cardiaco.
Para los animales adultos: 4p<0.05, bp<0.01, <p<0.001 vs. Ct. Para los animales viejos: 9p<0.05 vs Ct. (B) TBARs en homo-
genado de tejido cardiaco, 9p<0.001 vs. Ct. (C) Contenido de GSH, para los animales adultos 4p<0.05 vs. Ct; para los anima-
les viejos 5p<0.05 vs. 3-NP. Los datos representan la media + DE de 4 experimentos independientes para cada grupo.
*<0.01, **p<0.001 vs. Ct adulto.

1.3.5 Translocacion 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 esta relacionada con cambios en la regulacion de Nrf2, evaluamos su expre-
sion y localizacion en el nucleo y citosol bajo los diferentes tratamientos. El andlisis por Western blot in-
dica que los niveles de Nrf2 en homogenados cardiacos son similares entre los animales adultos y viejos
(Figura 154 y B). Sin embargo, el contenido de Nrf2 nuclear disminuy¢ significativamente (p<0.001) en
el grupo adulto tratado con 3-NP comparado con los grupos control y tBHQ, en tanto se recuperd
(»<0.001) con el PreC (Figura 15C y E). Por el contrario, el grupo de 3-NP aumento los niveles de Nrf2
(»<0.05) en el ntucleo de animales viejos (Figura 15D y E), lo que sugiere que, aunque la expresion de
Nrf2 se mantiene durante el envejecimiento, la translocacion es mas eficiente dependiendo del estimulo y

que el tBHQ ejerce una regulacion diferente en los individuos adultos y viejos.

1.3.6 Eficiencia de la union 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 uniéon de
Nrf2 a ARE bajo las diferentes condiciones experimentales (Figura 164). En animales adultos, el comple-
jo Nrf2-ARE disminuy6 en el grupo 3-NP (p<0.05) en comparacion con los grupos control y tBHQ (Fi-
gura 16B), pero se recuper6 en el grupo PreC (p<0.01) en relacion con el aumento en la translocacion
nuclear de Nrf2 (Figura 12) y con el aumento en la expresion de y-GCS (p<0.05) y GST (p<0.001) (Fi-
gura 16). Por el contrario, la unién de Nrf2 a su secuencia consenso disminuyo6 en los corazones de todos
los grupos de ratas viejas, siendo incluso mas bajo que en el grupo control adulto (Figura 16B). Por lo
tanto, la translocacion de Nrf2 en ratas viejas aparentemente no estd comprometida (Figura 15D y E),

pero, aun asi, el factor de transcripcion no se une eficientemente a su secuencia complementaria (Figura

164), lo que evita la expresion de enzimas blanco de Nrf2 (Figura 16D).

53



A

Adulto D Viejo

Ct tBHQ 3NP PreC ' Ct tBHQ 3-NP PreC

Nrf2
Actina [ > —— |

D

(NT572 I

Lamina-A
Actina |

1.2+
1.0
2 0.8
B
< 0.64
£ 04
0.2+ Hl Adulto
0.0- [ Viejo
LR L O L
& & €
. Fra Nuc . Fra Cit |
I 1 1
Ct tBHQ 3-NP PreC Ct tBHQ 3-NP PreC
=] [ == ==

. Fra Nuc L Fra Cit |
1 1
Ct tBHQ 3-NP PreC Ct tBHQ 3-NP PreC
Nrf2 | J— | | o . . |
Actina | | I ——l|
1.8 c
a
®© 1.
2
: 12
o
g oo
3 o6
g b
W 03
0.0
COR L COR L COR L oK O
-&Q‘%’\;Q‘e &Q'b'eq‘e &Q'b“\q‘e -&Q%’\Q‘e
e o e o
’ Adulto o Viejo )

Figura 15 Contenido de Nrf2 en homogenado total,
citosol y niicleo de corazones de animales adultos y
viejos. Imagenes representativas del inmunoblot (A)
y andlisis densitométrico (B) del contenido de Nrf2
en homogenado total. Los niveles de Nrf2 se evalua-
ron en la fraccion nuclear (Fra Nuc) y citosolica (Fra
Cit) de animales adultos (C) y viejos (D). (E) Anali-
sis densitométrico. Los resultados representan la
media + DE de 3-4 experimentos independientes de
cada grupo. p<0.05, bp<0.01, ¢p<0.001 vs. 3-NP.
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Figura 16 Activacion de Nrf2 y respuesta antioxidante en animales adultos y viejos. (A) Autoradiografia 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) Analisis de la uniéon Nrf2-ADN obtenido por densitometria.
Los resultados representan la media + DE de 3-4 experiments independientes en cada grupo. Para los animales
adultos: 9p<0.05 vs. Ct, bp<0.01 vs. 3-NP y ¢p<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) Andlisis densitométrico de en-
zimas antioxidantes. Los resultados representan la media + DE de 3-4 experiments independientes en cada gru-
po. p<0.05, bp<0.001 vs. Ct, ¢p<0.01 vs. 3-NP.
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VIII. Discusion

Aunque la Enfermedad de Huntington (EH) esta categorizada primariamente como una enfermedad neu-
roldgica, se ha propuesto que puede ser un desorden sistémico [Sassone et al., 2009; van der Burg et al.,
2009] debido a que numerosos organos periféricos y tejidos se afectan en estos pacientes [Phan et al.,
2009; Mielcarek, 2015]. Incluso, los mecanismos moleculares relacionados a la progresion del Hunting-
ton observados en el cerebro, también se aprecian en otros organos. A este respecto, la cardiomiopatia
dilatada ha sido observada en pacientes con EH tanto en etapas tempranas como tardias de la degenera-
cion neuronal [Piotrowska et al., 2017]. Ademas, la acumulacion de metabolitos de adenina nucleotidos
en el suero de estos pacientes se ha correlacionado con la disfuncion cardiaca y el metabolismo alterado
de nucleoétidos en ratones con EH sintomaticos [Toczek et al., 2016a; Toczek et al., 2016b]. Otros estudios
han asociado la patofisiologia de la enfermedad con un incremento del estrés oxidante [Gu et al., 1996;
Foguem & Kamsu-Foguem, 2016]. El aumento en la peroxidacion de lipidos y los bajo niveles de GSH
en el plasma de pacientes con EH han sido reportados como marcadores de confianza en la progresion de
esta enfermedad [Stoy et al., 2005; Klepac et al., 2007]. Asi mismo, se han usado herramientas terapéuti-
cas basadas en antioxidantes tanto in vitro, en modelos transgénicos o toxicos de la EH, asi como en pa-
cientes con la patologia [Johri & Beal, 2012]. Por ejemplo, la N-acetil-L-cisteina disminuye la produccion

de ERO en células que expresan poliQ preservando su viabilidad [Vidoni et al., 2016].

Por otro lado, la administracion de la neurotoxina mitocondrial 3-NP mimetiza muchas de las caracteristi-
cas patoldgicas 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 farmacologico de la EH en animales
tiene varias ventajas, reproduce la patofisiologia observada en pacientes [Mehan et al., 2017], cruza la
barrera hematoencefalica rapidamente al ser administrado sistémicamente [Stavrovskaya et al., 2016] y su
principal accion ha sido relacionada con la disfuncidon mitocondrial, en particular con la inhibicién del CII
y la generacién de ERO [Liot et al., 2009].

Estudios recientes en roedores jovenes y adultos muestran que el tratamiento agudo con 3-NP promueve
cambios morfoldgicos cardiacos, caracterizados por desorganizacion de sarcomeros y fibrosis [Gabrielson
et al., 2001], disrupcion de las bandas M [Herndndez-Echeagaray et al., 2011], junto con incremento en la
vasodilatacion [Castillo et al., 1994] y bradicardia [Hong et al., 1990]. Aqui, reportamos que el tratamien-
to con 3-NP induce desorganizacion de las miofibrillas tinicamente en los corazones adultos (Figura 12).
Interesantemente, la funcion cardiaca se preservd en ambos grupos de edad (7abla I). Las discrepancias
entre el dafio observado en los estudios anteriores y el nuestro puede ser debido tanto a dosis mas altas de
3-NP usadas previamente (75-100 mg/Kg) asi como a la cepa de los animales. Por ejemplo, Gabrielson et
al. (2001) indicaron que la cepa de raton 129SVEMS es mucho mas 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 caracteristicas neurologicas de EH relacionadas a la ultima etapa
de la enfermedad [Silva-Palacios et al., 2017]. A nivel celular, el tratamiento con 3-NP increment6 el es-
trés oxidante en el corazdn de ratas adultas (Figura 14), aunque no se reflejé en la funcion cardiaca. Inter-
esantemente, dicho dafio no fue observado en los individuos viejos (Figura 14), en quienes s6lo cambios
estructurales se apreciaron. En este sentido, nuestros resultados sugieren una mejor adaptacion genética o
que una respuesta hormética podria haberse establecido en los corazones de animales viejos, quienes es-
tan bajo un estrés sub-cronico a lo largo de la vida. El EO sostenido y la respuesta antioxidante podrian
haber alcanzado un umbral maximo, que no puede ser superado por la accion del 3-NP (Figura 14). En
afios recientes, la hormesis ha ganado especial atencion durante el proceso de envejecimiento [Luna-Lo6-
pez et al., 2014] y se ha definido como “un proceso en el cual la exposicion a dosis bajas de un agente
quimico o factor ambiental (que daria 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-Lopez et
al., 2010; Pan et al., 2011], ademas de ser resultado de diversos tipos y grados de exposicion al estrés, a la
etapa celular en la que se experiment6 el ambiente estresante o debido a la duracion de la exposicion 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; especifi-
camente generando una respuesta dinamica y mantener la homeostasis redox celular. El estrés oxidante es
considerado la principal caracteristica durante el proceso natural del envejecimiento y un mecanismo uni-
ficador de patologias relacionadas a la edad [Silva-Palacios et al., 2016]; sin embargo, algunos investiga-
dores han encontrado que los oxidantes podrian tener efectos benéficos al regular la esperanza de vida
[Rodriguez 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 estimulo particular [Salmon et al. 2010] y que bajo
condiciones especificas la transcripcion de genes antioxidantes puede ser fuertemente regulada. Nrf2 ha
sido reconocido como el regulador maestro de la respuesta antioxidante y su pérdida o desregulacion esta
asociada con varias patologias y en el envejecimiento [Kumar et al., 2016]. Datos controversiales sobre
los mecanismos que conducen a la disfuncion de Nrf2 en organismos viejos, incluyen la inactivacion del
factor en el citosol, la falla en su translocacion nuclear o la disfuncidon en los mecanismos de expresion de
sus genes blanco [Silva-Palacios et al., 2016, 2018]. En este sentido, un estudio reciente reporté que la
translocacion de Nrf2 hacia el nucleo esta 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 jovenes [Done et al., 2016] y que la administracion de a-aci-

do lipoico a ratas viejas activa la translocacion nuclear de Nrf2 [Suh et a., 2004]. Nuestros resultados su-
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man evidencia a la propuesta de que la activacidon de la ruta Nrf2 podria 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 unién 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). Ademas, la respuesta hormética observada en las ratas viejas podria 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 sefializacion y regulacion de Nrf2 durante esta etapa de la

vida.
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IX. Modelos estudiados

2. Darno por isquemia y reperfusion: Efecto del sulforafano en

la activacion del Nrf2
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X. Objetivos

2.1.1 General

Comparar la eficacia del sulforafano (SFN) y la maniobra mecanica del post-acondicionamiento (PostC)

en cuanto a la induccion de la via de sefializacion de Nrf2 en un modelo in vivo de isquemia-reperfusion.

2.1.2 Particulares
a. Evaluar la funcion y morfologia del tejido cardiaco de animales sometidos a PostC y SFN.

b. Asociar el papel protector de ambas estrategias con la disminucion del dafio por estrés oxidante y la

inflamacion.

c. Determinar la fosforilacion de distintas cinasas (ERK1/2, GSK-3p, PI-3K y PKC) y su relacion con la

induccion de Nrf2 en animales post-acondicionados y/o tratados con SFN.
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XI. Materiales y métodos

Esta investigacion se llevo a cabo conforme a la Guia 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 Cardiologia, Ignacio Chavez. El trabajo experimental ha
seguido las normas de la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio
(NOM.062-ZOO0-1999) y para la eliminacion de los residuos bioldgicos (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 Cardiologia, Ignacio Cha-
vez. Se emplearon un aproximado de 90 ratas, mantenidas en cajas de acrilico (3 animales por caja) bajo
condiciones estandar de temperatura ambiente (25 = 3°C) 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 quimicos fueron grado reactivo o superior y se adquirieron de Sigma-Al-
drich (San Luis, MO). El sistema de deteccion quimioluminiscente y el kit de Deteccion de oxidacion de
proteinas (Oxyblot™) se obtuvieron de Millipore (Bedford, MA). Mientras que el kit de extraccion de
proteinas nucleares se adquirié 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-NQOI1 (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-3p (#5558), anti-GSK-3p (#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 citosdlicas,

mientras anti-Lamina A (ab26300, Abcam) se us6 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-
lué determinando el reflejo del pedal. Se hizo una incision en la linea media a lo largo del cuello seguido

por una traqueotomia. Los animales fueron mecanicamente ventilados con un flujo bajo de oxigeno usan-
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do un ventilador para especies pequenias (Harvard Apparatus, Holliston, MA) en una tasa de 70 respira-
ciones/min. Después de la toracotomia izquierda y la exposicion del corazdn, los parametros hemodina-
micos se evaluaron con un catéter presion-volumen (SPR-869, Millar Instruments, Houston, TX) inserta-
do en el ventriculo 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 coloco alrededor de la arteria coronaria izquierda proximal y los ex-
tremos se pasaron a través de un pequefo tubo de plastico para formar una trampa, que se jalo para ocluir
la arteria. La isquemia miocardial visualmente se confirmé después de la cianosis y se mantuvo por 30
min, después la trampa se liberd y el corazon se reperfundio por 60 min. La frecuencia cardiaca, la pre-
sion del ventriculo izquierdo al final de la diastole (LVEDP) y la sistole (LVESP) asi como la tasa de
cambio maxima del incremento y caida de la presion del ventriculo izquierdo (+dP/df) fueron continua-
mente registrados durante el procedimiento. La adquisicion de datos y el andlisis 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 quirargico simulado, excepto que la arteria no se ligo;
(2) Grupo isquémico-reperfundido (1/Reo), ratas sujetas a 30 min de isquemia y 60 min de reperfusion; (3)
Grupo post-acondicionado (PostC), ratas expuestas a restauracion intermitente de suministro sanguineo
en tres ciclos de reperfusion-reoclusion (10 seg cada uno) después de la isquemia y la reperfusion prolon-
gada; (4) Grupo con SFN (SFN-P), animales que recibieron una inyeccioén en la cavidad del LV con 500
ug/Kg de SFN sin la maniobra y (5) Ratas pre-tratadas con SFN después de la insercion del catéter y pos-
teriormente sometidas a isquemia y reperfusion (SFN+1/Reo). Al final de los protocolos, aproximadamente
2 ml de sangre del seno coronario se colecté y se almaceno el ventriculo izquierdo a -70°C para los expe-

rimentos posteriores.

E Isquemia Reperfusion

10min 30min 60min Tiempo

Sham ¢ ]
Vo — ]

POStC [ —————— || ]

T
SFN-P [ )
T
SENHI/R ) o —— 1
T

Figura 17 Grupos experimentales. Las flechas negras indican la aplicacion del PostC, mientras
que las flechas rojas la administracion de SFN. E, estabilizacion.
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2.2.5 Medicion del tamanio del infarto y examinacion cardiaca

El 4rea infartada se evalué de acuerdo a Hernandez-Reséndiz et al. [2015]. Los corazones se lavaron en
buffer frio (220 mM sacarosa, 10 mM HEPES, pH 7.3), se congelaron a -20°C por 20 min y se realizaron
4 cortes paralelos a lo largo del surco auriculoventricular. La necrosis miocardial se observo después de
incubar los cortes con 1% de cloruro de trifeniltetrazolio durante 25 min a 37 °C. El area no tefiida (tama-
fio del infarto) se cuantificd con el software Image] (NIH, Bethesda, MD) y se compar6 con el area de
riesgo. Otros tejidos cardiacos se fijaron en 4% de p-formaldehido por 48 h, embebidos en parafina y se-
rialmente seccionados en un micrétomo de rotacion Leica RM 2125RT (Leica Biosystems, Wetzlar, Ger-
many). Las secciones cardiacas (2 pm de espesor) se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) y los ven-
triculos izquierdos se analizaron usando un Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una camara inte-
grada Zeiss Axiocam ERc 5S (LLC, US).

2.2.6 Medicion de lactato deshidrogenasa en suero

Al final de los protocolos, aproximadamente 2 ml de sangre se colectaron de la pared del ventriculo iz-
quierdo. Las muestras sanguineas se centrifugaron a 1300 x 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 Obtencion de proteinas de nucleares y citosolicas

Los tejidos cardiacos almacenados a -70°C se pulverizaron con un pistilo previamente enfriado en un
mortero congelado y se homogeneizaron en buffer RIPA frio que contenia 20 mM Tris-HCIL, pH 7.5, 150
mM NacCl, 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 4°C y los sobrenadantes se recuperaron. Las fracciones nucleares y citosolicas se obtuvieron con
el kit NE-PER® (Thermo Scientific, Rockford, IL) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y almace-

nados a -70°C. La concentracion de proteina se determind de acuerdo a Lowry et al. [1951].

2.2.8 Marcadores de dario 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 proteinas modificadas se detecta-
ron con un sistema de deteccion quimioluminiscente (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las bandas
se analizaron por densitometria con el Software Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebras-
ka). Para evaluar la peroxidacion de lipidos, los niveles de MDA se midieron con el ensayo de TBARS

como previamente se describid [Silva-Palacios et al., 2017]. Los niveles de GSH se evaluaron fluoromé-
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tricamente de acuerdo a Galvan-Arzate et al. [2005]. Brevemente, las muestras del ventriculo izquierdo se
homogeneizaron en un buffer fosfato-EDTA, pH 8.0 y se centrifugaron a 3000 x g por 15 min. Los sobre-
nadantes se recuperaron y alicuotas de 100 pl se derivatizarén con 100 pl de o-ftalaldehido (OPA, 100 ng/
ul) en un volumen final de 2 ml durante 20 min a temperatura ambiente. La sefial fluorescente se midi6 a
350 nm y 420 nm, de excitacion y emision, respectivamente en un LS50B Luminiscence Spectrophotome-
ter (PerkinElmer, Walthman, MA). Muestras gemelas de 500 ul se usaron para evaluar el GSSG, las ali-
cuotas se incubaron por 30 min con 200 pl de 40 mM de N-etilmaleimida para alquilar y estabilizar el
grupo tiol libre del glutation y prevenir su reaccion con OPA. Entonces, las muestras se mezclaron con 4.3
ml de 0.1 N de NaOH, para favorecer la reaccion de OPA con GSSG que se redujo a GSH a pH 12 [Hissin
& Hilf, 1976]. Los resultados se normalizaron por mg de proteina. Por tltimo, la nitracion 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 (NQOI)

La actividad de la enzima, se cuantificO midiendo la reduccion 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 NQOT1 [Benson et al., 1980; Wilkinson et al., 1998]. La actividad de NQOI1 se

calculé como la disminucion en la absorbencia por minuto por miligramo de proteina total de la muestra.

2.2.10 Determinacion de citocinas pro-inflamatorias

Al final del experimento, el suero de la pared del ventriculo izquierdo se obtuvo para estimar la cantidad
liberada de las IL-1P, IL-6 y TNFa, de acuerdo a Pavon et al. [2009]. Los valores de estas citocinas se
midieron usando un ensayo de ELISA (PeproTech, Jersey City, NJ) que se realizé de acuerdo al fabrican-

te, los resultados se normalizaron por miligramo de proteina.

2.2.11 Analisis por inmunoblot

Proteinas (30-50 pg) 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-3p (1:1000), anti-GSK-3f (1:1000), anti-NQO1
(1:500), anti-HO-1 (0.5 pg/ml) y anti-Nitrotirosina (1:200). El cociente entre la proteina fosforilada y to-
tal se obtuvo en la misma membrana en todos los experimentos. Se realiz6 una normalizacion utilizando
anti-actina (1:1000) o anti-GAPDH (1:1000) como control de carga para las proteinas citosélicas y anti-
Lamina A (1:1000) para la fraccion nuclear. El analisis densitométrico se llevo a cabo con el software

Image Studio Lite (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NB).
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2.2.12 Inmunotincion cardiaca

Para prevenir la degradacion del antigeno, las secciones cardiacas se almacenaron a 4°C 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 Triton X-100 para desenmascarar los sitios antigénicos. La actividad de peroxidasa endogena
se neutralizé con 1% de H>O: y las uniones no especificas se redujeron usando una solucion de albumina
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-tifieron con hematoxilina.
Tres secciones se obtuvieron del ventriculo izquierdo de cada corazén y diferentes campos se analizaron
con un analizador de imagenes Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer con una camara integrada Zeiss
Axiocam ERc 5S (LLC, US).

2.2.13 Analisis estadistico

Los datos representan la media + ES (error estandar) de al menos 5 experimentos independientes en cada
grupo por duplicado. Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguido de una prueba por compara-
ciones multiples Tukey, usando el software Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA) con un valor de p<0.05

que se consider6 como estadisticamente significativo.
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XII. Resultados

2.3.1 Funcion y estructura cardiaca

Durante la isquemia y al final de la reperfusion, se determind una reduccion (p<0.05) en la frecuencia
cardiaca y la presion del ventriculo izquierdo al final de la sistole (LVESP) en el grupo I/Reo, estos para-
metros aumentaron (junto con la tasa de contractilidad, +dP/df) después de la aplicacion del post-acondi-
cionamiento (PostC, p<0.05). Mientras que, el pre-tratamiento con SFN (SFN+I/Reo) mejoro la funcion
cardiaca incluso a niveles superiores que en el grupo Sham (7abla 2). En linea con lo anterior, observa-
mos hasta un 20% menos del tamafio del infarto (Figura 18C) y la disminucion de la actividad de la en-
zima LDH (p<0.05) comparado con el grupo I/Reo (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 nucleos colocados centralmente (Figura 18B). Mientras, que el grupo con isquemia-reperfusion pre-
sentd desorganizacion de las miofibrillas, que se preservo tanto en el grupo PostC como en el grupo
SFN+I/Reo. Este grupo también mantuvo la funcion cardiaca (7abla 2), la arquitectura celular (Figura
18B), disminucion en el tamafio del infarto (Figura 184) y en la actividad de la LDH (Figura 18D). Aun-
que no hubo cambios significativos entre el tratamiento con PostC y SFN+I/Reo, la recuperacion de los
parametros hemodinamicos fue superior en el ultimo grupo, lo que sugiere que el tratamiento con SFN

podria ser el mas efectivo para mantener la funcién y estructura del corazon.

2.3.2 Marcadores de dario por estrés oxidante y nitrosante

En este caso, relacionamos la preservacion de la funcién y la estructura cardiaca con la reduccion del es-
trés oxidante. Como se muestra en la Figura 19, en los corazones I/Reo se increment6 a casi al doble la
oxidacion de proteinas (p<0.05) asi como el contenido de malondialdehido (p<0.05), junto con una dis-
creta, pero significativa, disminucion en el cociente GSH/GSSG (Figura 19C). Aunque el PostC disminu-
y6 (p=<0.05) los niveles de dafio a estas biomoléculas, el pre-tratamiento con SFN (500 pg/Kg) fue lige-
ramente mas efectivo. La acumulacion de nitrotirosina (un indice de dafio nitrosante) también se evalud
por inmunoblot. Nuestros resultados indicaron que la isquemia-reperfusion increment6 este producto de
nitracion en proteinas (p<0.05), sin cambios aparentes en el grupo SFN+I/Reo (Figura 19D). En general,
nuestros datos muestran que la disminucion en el estrés oxidante, pero no del nitrosante, correlaciona con

la preservacion de la funcion cardiaca.
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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/Reo

Basal 335+ 6.7 108 + 4.6 7+ 1.1 4159 +£343.5 2882 + 239.7

Is30min 263 + 8.9p 67 £2.4> 2+ 0.5b 3400 + 377.5 2028 + 407

Repeomin 231 + 7.9ab 59 +2.8ab 3 £ 0.42b 2826 + 114.62> 1886 = 1872b
PostC

Basal 362+ 15.2 114+ 4 9+ 0.8 6274 + 603.2 5613 £ 1135.6

I830min 295 +17.9b 68 +3.9p 5+0.3b 5886 + 647.5 4891 + 1208.3

Repsomin 276 £7.74 124 £7.34 9+2.1d 5419 + 556.34 4675 £ 960.24
SFN-P

Basal 339+ 7.6 110+ 9.4 6+ 12 5804 + 365.5 4799 +254.3

Basaleomin 333+ 12.4 132 £ 9.7ab 10 £ 1.42b 5792 + 247.7» 6798 + 693.82.b
SFN-+I/Reo

Basal 334+ 18.7 113+ 10.8 7+ 04 7374 £ 908.72 6769 + 997.42

IS30min 387 + 19¢ 148 + 15.3¢ 13+ 2.3¢ 7339 £ 703.7¢ 8154 £ 1500.6¢

Repeomin 340 + 20.74 168 + 224 15 +£2.4d 8122 + 649.24 8636 + 1870.7d

Tabla 2 Efecto del PostCy SFN en la funcion cardiaca de ratas sometidas a isquemia-reperfusion. 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, presion ventricular izquierda al final de la sistole, la presion ventricular
izquierda al final de la diastole, el cambio méximo y minimo en la tasa de la presion del ventriculo izquierdo, respectivamen-
te. Los datos se obtuvieron al final de la estabilizacion, isquemia y reperfusion. Los niimeros en negro indican: ¢p<0.05 vs.
Basal del grupo Sham; 4p<0.05 vs. Basal en cada grupo; ¢p<0.05 vs. Is3omin €n el grupo I/Reo y 9p<0.05 vs. Repsomin en el gru-
po I/Reo.

2.3.3 Respuesta inflamatoria

En primera instancia evaluamos a la subunidad p65 de NF-kB por inmunodeteccion en el tejido cardiaco,
sin embargo, no apreciamos cambios significativos en el nimero de células inmunopositivas a p65 en
ninguno de nuestros grupos experimentales (Figura 20A4). Por lo que, evaluamos los niveles de las citoci-
nas IL-1 B, IL-6 y TNFa en todas las condiciones experimentales por ELISA. Tanto el contenido de IL-13
como de IL-6, incrementaron significativamente (p<0.05) en el grupo I/Reo (Figura 20B y C). El PostC
solo ejercio un efecto a la baja en la IL-1; mientras que en los animales pre-tratados con SFN (500 pg/

Kg) el contenido de todas las citocinas disminuy6 (Figuras 20B-D).
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Figura 18 Sulforafano disminuye el daiio inducido por la isquemia-reperfusion. (A)
Secciones representativas del LV tefidas con cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) y (B)
con hematoxilina-eosina (H&E). Los cambios morfologicos del LV se analizaron por
microscopia optica (40x). (C) Analisis cuantitativo del tamafio del infarto. (D) Activi-
dad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en suero. Los resultados representan la
media = SEM de 5 experimentos independientes. 9p<(0.05 vs. Sham, 5p<0.05 vs. I/Reo.
Las puntas en flecha indican células integras y los asteriscos células picndticas. AR:
area de riesgo.
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Figura 19. Marcadores de daiio por estrés oxidante y nitrosante. (A) Oxidacion de proteinas en homogenado total de tejido
cardiaco. (B) Determinacion de lipoperoxidacion ensayado por las especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARs). (C)
Evaluacion del estado redox celular por fluorimetria (GSH/GSSG). (D) Analisis cuantitativo de la proteina nitrotirosina en
homogenado total. Cada columna representa la media + EE de al menos 5 animales diferentes. 4p<0.05 vs. Sham, 6p<0.05 vs.
I/Reo0.

2.3.4 Activacion de proteinas cinasas involucradas en la cardioproteccion

La sefializacion involucrada en la cardioproteccion conferida por el PostC ha sido ampliamente estudiada;
sin embargo, el papel del SFN en la activacion de dichas cinasas aun no es claro. Corroboramos que la
activacion enddgena de ERK1/2, GSK-3f y PKC se inducen significativamente por el PostC en compara-
cion con el grupo I/Reo (p=<0.05) (Figura 21A4). El pre-tratamiento con SFN, activa a todas las cinasas eva-
luadas (excepto PI-3K) al final de la reperfusion. La fosforilacion de GSK-3p y de PKC fue ligeramente
superior que en el grupo PostC (Figura 21C y E), lo que indica que ambas estrategias activan mecanismos

de proteccion comunes que podrian incidir en la regulacion del factor Nrf2.

2.3.5 La activacion de Nrf2 se asocia a la atenuacion del estrés oxidante y a la cardioproteccion en cora-

zones PostC, pero no en corazones tratados con SFN.

Para evaluar si la activacion de Nrf2 se asocia a la atenuacion del estrés oxidante y a la cardioproteccion
tanto en corazones PostC como en corazones tratados con SFN, evaluamos el contenido de dos proteinas
blanco reguladas por dicho factor de transcripcion. Encontramos que el contenido de HO-1 disminuye
(casi un 40%) en los animales sometidos a I/Reo (p<0.05), el cual se restablece a valores similares a los
del grupo Sham tnicamente en el grupo SFN+IReo (Figura 224 y B). La NQO1 increment6 también en
los animales pre-tratados con 500 pg/Kg de SFN (Figura 22C) en correlacion directa con un aumento
significativo de su actividad (Figura 22D, p<0.05); mientras que la maniobra del PostC solo la eleva dis-

cretamente.
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Figura 20. Papel de la inflamacion en ratas sometidas a isque-
mia-reperfusion. (A) Secciones transversales del LV inmunotefi
das con NF-kB p65. Los cortes se analizaron por microscopia
optica (40x). Contenido de (B) IL-1B, (C) IL-6 y (D) TNFa- 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, ?p<0.05 vs. I/Reo
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Figura 21 Seiializacion celular inducida por el PostC y SFN. (A) Inmunoblot representativo de cinasas rela-
cionadas con la cardioproteccion. Analisis densitométrico de las cinasas (B) ERK1/2, (C) GSK-38, (D) PI-3K
y (E) PKC en tejido cardiaco. Cada columna representa la media + EE de al menos 3-4 ratas diferentes.
ap<().05 vs. Sham, ®p<0.05 vs. I/Reo

Subsecuentemente, evaluamos los niveles de Nrf2 fosforilado (fosfo-Nrf2) para relacionar el aumento en
la actividad de las cinasas con la activacion del factor de transcripcion. Fosfo-Nrf2 no se increment6 en la
fraccion 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 proteccion ejercida por el PostC y
sugieren que el efecto del SFN podria ser independiente de Nrf2, o bien que la fosforilacion del factor
ocurre antes de los 60 minutos de reperfusion. Para evaluar esta posibilidad se midié mediante inmunohis-
toquimica el contenido de Nrf2 total y fosforilado a diferentes tiempos de reperfusion. Sin embargo, no
encontramos un aumento de ninguna de las dos formas en los nucleos ni en el citosol a los diferentes

tiempos evaluados, en los grupos tratados con SFN (Figura 234-L).

Finalmente evaluamos algunos marcadores de autofagia, ya que este proceso es crucial para eliminar pro-
teinas y organelos dafiados, manteniendo la produccion de ATP y la homeostasis celular. Se evaluaron los

niveles de p62/SQSTMI1 (sequestrosome 1)y de LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3),

71



marcadores caracteristicos de agregados de proteinas ubiquitinadas y un indicador del flujo autofagico,
respectivamente. Se observo un aumento de LC3 en el grupo I/Reo en comparacién con el grupo Sham
(Figura 24L), el cual se mantuvo con el pre-tratamiento con SFN a los diferentes tiempos de reperfusion

(Figura N, P, O, y R). Mientras que, para p62, solo logramos apreciar un numero limitado de células posi-

tivas a la proteina en el grupo Sham, el cual se mantuvo hasta los 60 min de reperfusion (Figura 23X).
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Figura 22. Evaluacion de enzimas antioxidantes reguladas por Nrf2 y su activacion en corazones post-acondicionados y
tratados con SFN. (A) Inmunoblot representativo de HO-1 y NQO1 en tejido cardiaco. Analisis densitométrico de (B) HO-1
y (C) NQOL1. (D) Actividad de la enzima NQO1 por espectrofotometria. (E) Inmunoblot representativo de los niveles de
phospho-Nrf2 en la fracciéon nuclear de tejido cardiaco. (F) Andlisis densitométrico de phospho-Nrf2 en el ntcleo. Cada
columna representa la media + EE de 3-5 ratas diferentes. 9p<0.05 vs. Sham, 5p<0.05 vs. I/Reo
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Figura 23 Papel de SFN en otros mecanismos de proteccion. Imagenes representativas del LV inmunotefiidas con
phospho- y total-Nrf2, LC3B y p62 en diferentes tiempos de reperfusion. Los cortes se analizaron por microscopia
optica (40x), las puntas de flecha indica aquellas células inmunopositivas al anticuerpo. Los resultados representan
1 experimento independiente.
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XIII. Discusion

En el corazon, el desbalance entre el suministro y la demanda de oxigeno conducen a la isquemia miocar-
dica generando efectos nocivos que pueden agravarse durante la reperfusion, provocando desde el deterio-
ro contractil hasta la muerte celular. La activacion enddgena de cinasas, en particular de los miembros de
la via RISK, confieren cardioproteccion cuando se activan especificamente en el tiempo de la reperfusion
[Rossello & Yellon, 2017]. Esto ha sido demostrado ampliamente desde 2002, cuando el grupo del Dr.
Derek Yellon describio que el incremento en la fosforilacion de ERK1/2 se asocia con la reduccion del
tamafio del infarto, efecto que se pierde luego de la administracion de PD98059 (inhibidor de ERK1/2)
[Schulman et al., 2002]. El acondicionamiento isquémico y diversos agentes farmacologicos como la in-
sulina, bradicinina, adenosina o estatinas activan la via de las RISK [Penna et al., 2009]. Por lo tanto, se le
considera una cascada de sefalizacion universal o una ruta comiin que comparten muchas terapias de car-
dioproteccion. En linea con ello, se ha descrito que Nrf2 protege a cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos
contra el dafio oxidante al incrementar las rutas de destoxificacion 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-reperfusion.

Tomando en cuenta el papel positivo de los antioxidantes, en este trabajo nos planteamos evaluar si la
proteccion 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 asociacion con la activacion de
Nrf2 [Leoncini et al., 2011] y que en células HepG2 y en modelos in vivo, la activacion de Nrf2/ARE jun-
to con la induccién de HO-1 estd mediada por SFN y depende de la activacion de p38 [Keum et al.,
2006]. Por otro lado, en células T24 de cancer de vejiga humano, la translocacion nuclear de Nrf2 induci-
da por SFN se inhibe con SB202190 (inhibidor de p38) y se asocia con la regulacion a la baja de GST, de
la tioredoxina reductasa-1 (TR-1) asi 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 dafio por reperfusion podria
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 generacion de ERO provenientes de la mitocon-

dria.

Nuestros datos muestran que, aunque ambas estrategias incrementan la fosforilacion de ERK1/2, GSK-3f3
y PKC (Figura 21), las vias de proteccion cascada abajo siguen vias diferentes. Mientras que la transloca-
cion nuclear de Nrf2 se observa a los 60 min de reperfusion en los corazones PostC, en el grupo SFN+I/
Reo no se detecta el factor aun cuando los corazones estan protegidos (Figura 22), lo que sugiere que la
activacion pudo ocurrir durante la reperfusion temprana o que la cardioproteccion 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 lipopolisacarido [Holloway et al., 2016] y evita la formacion de ampollas en la piel a través de una
ruta tanto dependiente como independiente del factor de transcripcion Nrf2 [Kerns et al., 2010]. Se ha
descrito que el SFN puede regular otros procesos celulares relacionados con la sobrevivencia celular
como apoptosis, inhibicion de la angiogénesis y desacetilacion de histonas [Myzak & Dashwood, 2006].
Por ejemplo, Jackson & Singletary [2004] demuestran que altas dosis de SFN (>100 umol/l) detiene el

ciclo celular en cancer de mama.

Mas allé de la respuesta antioxidante relacionada a la administraciéon de SFN, se ha demostrado que tam-
bién actua a través de la regulacion de la respuesta inflamatoria via la ruta NF-kB. El isotiocianato es ca-
paz de inhibir la fosforilacion de IkB, la translocacion nuclear de NF-xB y su capacidad de union al ADN,
sin embargo, el mecanismo de exacto, aun no se conoce [Heiss et al., 2001; Kensler et al., 2013; Greaney
et al., 2016; Santin-Marquez et al., 2018]. Después del tratamiento con SFN, reguladores maestros de la
inflamaciéon como TNFa e IL-6, junto con la expresion de NF-kB y la fosforilacion de IkB disminuyen
[Negi et al., 2011]. Incluso, la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, se inhiben de manera
dosis dependiente con SEN en células T, esto debido a que SFN puede prevenir la interaccion directa en-
tre NF-xB y su secuencia consenso mediante la modulacion de los grupos tiol [Cheker et al., 2015]. Nues-
tros datos indican que SFN tiene la capacidad de significativamente reducir la generacion de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6 y TNFa) luego de la isquemia-reperfusion (Figura 20), por lo que el papel
anti-inflamatorio de SFN no puede descartarse. En nuestras condiciones experimentales, el SFN logra
incrementar la bateria antioxidante mas no la acumulacioén nuclear de Nrf2 (Figura 22). Cho et al. [2019],
describi6 que SFN regula a la alta un grupo de genes que participan en la OxPhos, el metabolismo energé-
tico y la proteccion cardiovascular solo en ratones wild type. Interesantemente, la abundancia de genes
implicados en la maquinaria mitocondrial disminuyen en ratones Nrf2-~ tratados con SFN; ademas, este
grupo de trabajo sugiere que el NF-kB podria ser central en las redes de transcriptoma afectadas por SFN.
Por lo tanto, otros blancos de proteccion podrian estar involucrados, adicionales a la inflamacion y la res-

puesta antioxidante.

En cuanto a la posible regulacion de procesos de autofagia por SFN en corazon, existen pocos reportes
[Zhang et al., 2014]. La autofagia es el proceso mediante el cual se degradan organelos dafiados, bacte-
rias intracelulares o agregados de proteinas [Lamark et al., 2017]. Comprende tres principales rutas que
median la degradacion 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 miocardica [Ma et al., 2015]. En la fase
de isquemia, las células inducen autofagia celular removiendo basura metabdlica, reciclando nutrientes y
ayudando a mantener la sobrevivencia del miocito [Przyklenk et al., 2012]. En ausencia de nutrientes y

energia, las células muestran actividad inhibitoria de mTOR (mechanistic target of rapamycin kinase)
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mientras que ULK 1 (unc-51 like autopaghy activating kinase 1) se activa, ambos controlando a Atg junto
con la formacion de la membrana de la autofagia [Gustafsson & Gottlieb, 2008]. La extension de las vesi-
culas autofagicas requieren la participacion de un complejo de Atg junto con LC3, dos sistemas de union
a la ubiquitinacién. E1 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 fagocitica. La autofagia excesiva al inicio de la reperfusion,
puede inducir un consumo progresivo de constituyentes celulares que llevan a la muerte autofagica [Ma et
al., 2015], ademas, el aumento de las ERO activan al sistema de ubiquitin-proteosoma para degradar a
Bcl-2 y llevar a la estimulacion 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 reperfusion. Sin embargo, no es capaz de eli-
minar por completo a las mitocondrias disfuncionales durante la reperfusion, ya que la sobrecarga de
[CaZ*]mit y el aumento de ERO, exceden la capacidad de depuracion autofagica [Qin et al., 2016]. En este
sentido, Matsui et al. [2007] demostraron que en cardiomiocitos, los niveles del cociente LC3-1I/LC3-1
incrementan en la reperfusion, mientras Xiao et al. [2011] describen que la autofagia contribuye al dafio

en miocitos durante la re-oxigenacion.

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 autofagicas en miocitos sometidos a diferentes tiempos de hipoxia; interesantemente, la reperfu-
sion extendio la autofagia lisosomal. Los autores indican que este proceso es importante en la reparacion
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 autofagico.

A pesar de no apreciar cambios significativos de p62/SQSTMI1 (proteina anti-autofagica) luego de la ad-
ministracion del SFN a los diferentes tiempos de reperfusion (Figura 23S-X), se conoce que la reduccion
en p62/SQSTMI indica una actividad autofagica menor. Sin embargo, no es el tnico papel adjudicado a
p62; por ejemplo, la degradacion de Keapl por la autofagia mediada por p62 no es un control de calidad
de la proteina, sino una sefalizacion [Lamark et al., 2017]. De hecho, se ha descrito un circuito de retro-
alimentacion de p62-Nrf2, el cual no solo se induce por estrés oxidante, sino también por una autofagia

ineficiente que causa la acumulacion de p62 [Jain et al., 2010; Komatsu et al., 2010].

Ademas de p62, una de las principales caracteristicas de la ruta autofagica mediada por chaperonas, es la
presencia de un receptor llamado LAMP2A (lysosomal associated membrane proteina 2A), por lo que la
intervencion de otras proteinas 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 expresion basal. En ratones
Nrf2-- 1a autofagia mediada por chaperonas es escasamente detectable, indicando que el factor de trans-

cripcion juega un papel importante al regular este tipo de autofagia [Pajares et al., 2018].

El uso de compuestos exdgenos con propiedades antioxidantes y su impacto en la autofagia ha sido un

tema actual de investigacion. En la I/R (asociada a co-morbilidades), el N-acetil-L-cisteina ha mostrado
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conferir cardioproteccion inhibiendo la autofagia excesiva [Wang et al., 2017]. Por su parte, el post-acon-
dicionamiento con epigalocatequina-3-galato alivia del dafio por reperfusion a través de la restauracion
del flujo autofagico, asociado con la ruta de sefializacién PI-3K/Akt [Xuan & Jian, 2016]. Ademas, la ma-
croautofagia esta regulada por otras rutas de sefializacién como la via ERK, la cual puede inducir a LC3-1
para que se convierta a LC3-II y promover la produccion de la proteina Beclina-1 y la generacion de auto-
fagosomas [Zeng et al., 2012]. Al inhibir dicha ruta, dichas proteinas se reducen, incrementando la expre-
sion de p62 en miocitos sometidos a H/R, sugiriendo una supresion de la autofagia [Wang et al., 2016].
En este mismo contexto y, sin descartar la participacion de Nrf2, la sobre-expresion de HO-1 indujo un
aumento de LC3-II y disminucion de p62 después de la re-oxigenacion, protegiendo la a la mitocondria
[Chen et al., 2016].

Finalmente, no deberiamos omitir la induccién de otros procesos celulares que se favorecen por el trata-
miento con SFN. Negrette-Guzman et al. [2017] sugieren que este compuesto regula la biogénesis y di-
namica mitocondrial en células tumorales. Por su parte, Angeloni et al. [2009] mostrd que el SFN protege
a las células cardiacas de ratas neonatales del dafio oxidante al inducir una serie de enzimas antioxidantes.
Recientemente, la accion de SFN en la activacion de otros factores de transcripcion, ha sido explorado.
De hecho, se ha descrito que SFN inhibe a Drpl (Dynamin related protein 1) de manera independiente del
factor de transcripcion Nrf2 [O'Mealey et al., 2017], sugiriendo que este compuesto podria activar vias
alternas a las reguladas por la sefializacion Keap1/Nrf2/ARE, tal como PGC-1a (peroxisome proliferator-

activated receptor co-activator-1 alpha) [Corssac et al., 2018].
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XIV. Conclusiones Generales

1. EI 3-NP ejerce efectos diferenciales en el tejido cardiaco dependiendo de la edad. La pérdida de los
efectos observados en animales viejos podria estar relacionado a la respuesta hormética previamente
generada, en la cual el umbral para el dafio oxidante se alcanzo6 y podria 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 desregulacion de los compo-

nentes rio abajo de la cascada de sefializacion de Nrf2.

2. En el modelo de isquemia-reperfusion, nuestros datos indican que el tratamiento con SFN en animales
que cursan por un evento de isquemia y reperfusion es mas efectivo que la maniobra mecanica del
PostC, ya que logra disminuir la respuesta inflamatoria y el estrés oxidante. Sin embargo, el meca-
nismo de proteccion podria no estar mediado unicamente por el factor de transcripcion Nrf2, sino que

puede involucrar otros procesos celulares como la inhibicion de NF-«xB.

3. Concluimos que, independientemente de la situacion patoldgica asociada al estrés oxidante, el meca-
nismo proteccion inducido (de manera endégena o exdgena) podria involucrar cascadas de sefializa-

cion adicionales al factor de transcripcion 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 regulacion negativa de Nrf2 en el envejecimiento podria dar lugar a nuevas estra-
tegias para desarrollar intervenciones que ayuden a incrementar la vida util 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 cronicodegenerativas en esta etapa de la vida. Aunado a
ello, el estudio en ratas con una edad menor (18 meses) podria darnos mas informacion sobre la posi-
ble respuesta de adaptacion a esta edad, tomando en cuenta la alta tasa de mortalidad en los animales

envejecidos.

b. La participacion de procesos celulares alternos al Nrf2 han tenido un mayor auge en los ultimos afios.
Particularmente, la integridad de la mitocondria en el contexto de la isquemia-reperfusion ha sido un
tema interesante de investigacion. El papel de la biogénesis mitocondrial, autofagia y dindmica mito-
condrial podrian ser excelentes candidatos para ser evaluados en un modelo de cultivo primario de

cardiomiocitos y discernir los mecanismo de proteccion.

c. Adicionalmente, estamos interesados en proponer el estudio de moléculas pro-oxidantes que puedan
ser “posibles blancos terapéuticos” en la clinica durante eventos de dafio como el infarto agudo al
miocardio. Aunque estamos lejos de lograrlo, estudios basicos como los realizados en el laboratorio,

serviran como cimientos de su estudio y posible aplicacion.
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Cardiovascular diseases (CVDs) are one of the leading causes of death in patients over 60 years with Huntington's
disease (HD). Here, we investigated if age-related oxidative stress (OS) is a relevant factor to develop cardiac
damage in an in vivo model of striatal neurodegeneration induced by 3-nitropropionic acdd (3-NP). We also eval-
uated the potential effect of tert-butylhydroquinone (tBHQ) to increase the Nrf2-regulated antioxidant response

Available online 15 June 2017 in hearts from adult and aged rats intoxicated with 3-NP. Our results showed that 3-NP-treatment did not induce
Keywords: cardiac dysfunction, neither in adult nor in aged rats. However, at the cellular level, adult animals showed higher
Aging susceptibility to 3-NP-induced damage than aged rats, which suggest that chronic oxidative stress ongoing dur-
Nrf2 signaling ing aging might have induced an hormetic response that probably prevented from further 3-NP damage. We also
3-Nitropropionic acid found that the oxidative unbalance concurs with ponsi of the Nrf2-mediated antioxidant response in
Cardiac function old animals.

Hormesis © 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction 2014a), heart failure (Mihm et al., 2007), diminished hypertrophic re-

Current statistics indicate that about 20% of older adults suffer froma
neurologic disorder, which means that 400 million people might be po-
tentially affected by neurological diseases in a near future. Huntington's
disease (HD) is an inherited genetic disease that occurs in younger pa-
tients, but that still shares many features of common neurological dis-
eases prevailing in elderly individuals. It causes loss of medium spiny
neurons in the striatal nuclei due to a mutation in the huntingtin gene
(Menze et al., 2016). Cognitive and behavioral abnormalities are often
accompanied by cardiac dysfunction. In fact, epidemiological studies in-
dicate that cardiovascular diseases prevail in HD patients (Sorensen and
Fenger, 1992; Wu et al., 2016) standing for the second-leading mortality
cause in HD patients over 60-years old (Lanska et al., 1998; Zielonka et
al., 2014; Mielcarek et al., 2014a).

HD transgenic models concur with cardiac dysfunction (Kiriazis et
al., 2012; Wood et al., 2012), remodeling processes (Mielcarek et al.,

* C ding author at: Dy de Biomedicina Cardiovascular, Instituto
Nacional de Cardiologia, Ignacio Chévez, Juan Badiano No. 1, Seccién XVI, 14080 Mexico
City. Mexico.

E-mail address: ana zazueta@cardiologia.orgmx (C. Zazueta).

http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2017.06.009
0531-5565/0 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

sponse (Mielcarek et al., 2014b), impaired energy imbalance and nucle-
otide metabolism (Toczek et al., 2016a; Toczek et al., 2016b). Moreover,
3-nitropropionic acid (3-NP) systemic administration, an accepted
model that mimics HD symptoms and neuropathology (Hariharan et
al., 2014), has been related with histological, biochemical and ultra-
structural changes in mice muscle (Gabrielson et al, 2001;
Herndndez-Echeagaray et al,, 2011), along with decrement in blood
pressure, bradycardia and ATP diminution in heart atria (Castillo et al,,
1993). 3-NP also induces the opening of the mitochondrial permeability
transition pore (mPTP) (Mirandola et al., 2010) and inhibits oxygen
consumption in isolated cardiac mitochondria (Lopez et al,, 1998). It is
accepted that 3-NP-induced neurodegeneration relies on the irrevers-
ible inhibition of mitochondrial succinate dehydrogenase (SDH)
producing an energetic deficit, excitotoxicity and oxidative stress (Liot
et al,, 2009; Cho and Kim, 2015).

One of the most relevant players in maintaining redox cellular ho-
meostasis is the transcription factor Nrf2 (nuclear E2-related factor 2),
which is activated either by reactive oxygen species (ROS), electrophilic
agents (e.g, dimethylfumarates, aldo-keto reductases, oltipraz) or natu-
ral compounds (e.g., curcumin, sulforaphane) (Abed et al., 2015; Lu
et al,, 2016; Penning, 2017). Age-dependent decline in the antioxidant
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response has been related with reduced nuclear translocation and/or
Nrf2 stability loss (Safdar et al,, 2010; Miller et al,, 2012; Silva-Palacios
et al, 2016). However, some reports have shown that several interven-
tions such as exercise training (Gounder et al., 2012), a-lipoic acid (Suh
et al., 2004) and tert-butylhydroquinone (tBHQ) treatments (Alarcon-
Aguilar et al., 2014) restored Nrf2 nuclear levels or protected cells
from further damage (Silva-Palacios et al., 2017) in different models.

Consequently, since cardiac complications associated to HD have not
been explored during aging, and neither if attenuation of oxidative
stress might be a possible mechanism for cytoprotection, in this work
we evaluated if heart dysfunction coexists with 3-NP-induced neurode-
generation and, if the nuclear factor Nrf2 could be pharmacologically ac-
tivated by tBHQ in old rats.

2. Material and methods
2.1. Animals and ethical approval

Adult (9 months-old) and old (24 months-old) albino Wistar female
rats (Rattus norvegicus), provided by the closed breeding colonies at the
National Institute of Cardiology, Ignacio Chavez and Autonomous Metro-
politan University-Iztapalapa were used in this study. A total of 39 adult
and 36 old rats were employed. The animals were kept in acrylic boxes
under standard conditions of room temperature (25 + 3°C)and 12 h
light:12 h dark cycles. They were housed 3-per-cage in acrylic boxes
and provided with standard commercial rat diet (Rodent Chow; Purina,
St. Louis, MO) and water ad libitum. All animals were handled according
to the criteria established by the standard of “Care and Use of Laboratory
Animals” published by the United States National Institutes of Health (US-
NIH, NIH publication 85-23, 1985) and approved by the Ethics Committee
of the National Institute of Cardiology, Ignacio Chavez. The experimental
protocols followed the guidelines of Official Mexican Standard for the
use and care of laboratory animals (NOM-062-Z00-1999) and for dispos-
al of biological residues (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002).

2.2. Reagents

Tert-butylhydroquinone (tBHQ), 3-nitropropionic acid (3-NP) and
other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (San Luis, MO).

Echo

The compounds were dissolved in isotonic saline solution (ISS) for sub-
sequent injection. Chemiluminescent detection system and Oxiblot™
kit were obtained from Millipore (Bedford, MA). The kits used for elec-
trophoretic mobility assay (EMSA) and for nuclear protein extraction
were purchased from Thermo Scientific (Pierce Biotechnology, Rock-
ford, IL, USA).

2.3. Antibodies

All primary antibodies were obtained from commercial sources and
used according to the manufacturer’s recommendations. Anti-Nrf2 (sc-
722), anti-GST (sc-138), anti-y-GCS (sc-22755), anti-glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH, sc-47724) were obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-HO-1 (#3391) from BioVision
(Milpitas, CA), anti-MMP-2 (#13405) from Millipore (Bedford, MA) and
anti-Collagen-1Il (#26310) from GeneTex (San Antonio, TX). Either anti-
GAPDH or anti-actin were used as loading control for cytosolic fractions
and lamin A (ab26300, Abcam, Cambridge, MA) for nuclear fractions.

2.4. Experimental groups

Adult and elderly rats were randomly assigned into 4 experimental
groups as shown in Fig. 1 and described below:

1. Control group, rats that received only ISS intraperitoneally (i.p.) as ve-
hicle during 11 days.

2. tBHQ group, rats received ISS i.p. during 4 days and then tBHQ (100
mg/kg/day) i.p. for 7 days.

3. 3-NP group, rats received ISS ip. for 7 days and then 3-NP
(10 mg/kg/2 doses per day) i.p. for 4 days.

4. Preconditioned group (PreC), rats treated with tBHQ i.p. for 7 days,

followed by 3-NP treatment (10 mg/kg/2 doses per day) i.p. for 4 days.

This particular 3-NP-administration protocol has been associated
with striatal degeneration and HD symptoms such as increased reactive
gliosis, cell death and hypoactive motor behavior. tBHQ-conditioning as
described here has been previously reported to diminishes all those
conditions (Silva-Palacios et al,, 2017).

2.5. Evaluation of cardiac function by echocardiography

Rats from the different groups were anesthetized with a low dose of
sodium pentobarbital (1.9 mg/100 g body weight, i.p.) to perform echo-
cardiographic analysis using a Sonos 550 echocardiographer (Koninlijke
Philips Electronics, Eindhoven, The Netherlands) using a 12 MHz trans-
ducer according to our previous report (Hernindez-Reséndiz et al.,
2013). Paraesternal short and long axes were analyzed by two-dimen-
sional M-mode echocardiography, evaluating at least 3 pulses in each
rat. The cavity and the thickness of the left ventricle (LV) were
measured to calculate the ejection fraction (EF) using the formula:

Fig. 2. Effect of 3-NP diac

in adult and old animals. Rep
in end-diastole (red arrow); left ventricular dimension in end-systole (yellow arrow). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)

ec i hic images (Echo). IVS, interventricular septum; left ventricular dimension
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Table 1

Structural and functional fi adult and old animals. Data are the mean + SD of at least 3 different animals in each experimental group. The bold numbers indicate p<0.01

vs. Ct Adult. *p < 0.05, ®p < 0.01 vs. its own CL.

Adult old

Parameter Ct tBHQ 3NP PreC [ tBHQ 3NP PreC
Body weight (g) 24748 260 + 13 25049 242419 385+ 33 305 + 31° 318 + 26° 341 + 48
Heart weight (g) 1402 1+£01 09 +0.1 14£01 2404 1.1+ 01° 11401 12+01°
HW/BW (g/kg) 4404 4403 37406 43404 444114 36+ 04 34+ 06" 37407
Lung weight (g) 2401 2403 2+03 2+03 23408 214+ 10° 18 +05° 203 +04
LW/BW (g/kg) 941 8405 741 84+ 18 65+ 29 7434 57+ 10 59409
IVS (mm) 02+ 001 02+ 001 02 +001 0.18 + 0.01° 02 + 002 02 + 002 02+ 001 02 +001
LVDd (mm) 54+03 51+02 510.1 5.1 4+ 0.06 52405 45+ 02 48+ 04 52+06
LVSd (mm) 3401 23+05 26+01 27402 26+ 06 1.7 4+ 04° 21+ 05" 24405
EF (%) 86 +2 90 +6 86+3 86+3 86+8 9M4+4 91+4 90 +6
FS (%) 48+ 2 5942 49+4 4843 53+ 10 62+11 56+7 54+8
Heart rate (beats/min) 14246 127 + 10 136 +2 143 4+ 16 155+ 228 137 £ 43 131+18 145 + 107
Functional parameters (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) (n=86) (n=3) (n=3) (n=3)

%EF =Y + [(100 — Y) - 0.15), where Y = [LVEDD*-LVESD?*/LVEDD?]
- 100 as well as the fractional shortening %FS = [(LVEDD-LVESD/
LVEDD) - 100], where LVEDD is the dimension of the LV at the end of
diastole, LVESD is the dimension of LV at the end of systole (Stein et
al., 2007). Animals were allowed to recover for some days before
euthanization.

2.6. Histological analysis
The animals were anesthetized with sodium pentobarbital

(5 mg/100 g body weight, i.p.) and complete lack of pain response
was assessed by determining pedal withdrawal reflex. Hearts and

H&E

lungs were extracted and weighted. Cardiac tissue was fixed in p-form-
aldehyde 4% for 48 h, embedded in paraffin and serially sectioned on a
microtome rotation Leica RM 2125RT (Leica Biosystems, Wetzlar, Ger-
many). Cardiac tissue sections (2 um thick) were stained with hematox-
ylin-eosin (H&E) or Masson's trichrome. Left ventricles were analyzed
using a Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer with an integrated Zeiss
Axiocam ERc 5S camera (LLC, US).

2.7. Protein carbonylation assay
Carbonyl groups were detected using the Oxiblot™ Protein Oxidation

Detection kit (Millipore, Billerica, MA), according to the manufacturer’s

Masson’s trichrome

Ct

tBHQ

3NP

PreC

Fig. 3. Left ventricular cross-sections stained with H&E and Masson's trichrome. Morphological changes of left ventricle were analyzed by light microscopy (Bars = 40 x) in adult and
old animals. Images are representative of at least three independent experiments for each group.
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instructions. Band intensity was digitally quantified using Image Studio
Lite Software (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska USA).

2.8. Lipid peroxidation assay

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) analysis was used to
evaluate lipid peroxidation in heart homogenates according to Persky
et al. (2000) with some modifications. Cardiac tissue homogenates were
heated for 20 min at 37 °C before adding 20% of trichloroacetic acid
(TCA) in hydrochloric acid (HCl) 1 M. The samples were incubated with
1% thiobarbituric acid (TBA) for 15 min in boiling water (90 °C) and
then, placed on ice and centrifuged at 500 x g for 15 min at 4 °C. The
formed MDA - TBA adduct in the supernatant was detected at 532 nm
in a Beckman DU-65 Spectrophotometer (Brea, California, USA). MDA
concentrations were calculated against a standard curve of 1,1,33-
tetramethoxypropane (TMPO) and results were expressed in TBARs
nmol/mg protein. Protein concentration was determined according to
Lowry et al. (1951).

A
gs
38
i
CPFE CPFE
c
!
i
-
O o
Fig. 5. Markers of oxidative stress d. (A) Evaluation of oxidized p

2.9. Reduced glutathione quantification

Glutathione determination was made according to Buelna-Chontal et
al. (2014). In brief, heart homogenates were incubated in a reaction mix-
ture containing Krebs-Henseleit buffer, pH 7.4, 1 mM monochlorobimane
(mCB) and glutathione S-transferase (1 U/ml). Changes in fluorescence
were measured at Ag, 385 nm and A, 478 nm in a Perkin Elmer LS 55
Fluorescence Spectrometer (Waltham, Massachusetts, US) at 37 °C. The
obtained values were compared with a GSH standard curve and results
were expressed as uM GSH/mg protein. Protein concentration was deter-
mined according to Lowry et al. (1951).

2.10. Cytosolic and nuclear fractions isolation

Heart tissue (100 mg) was obtained at the end of the experimental
protocols. Tissue was frozen and grinded to powder using a mortar
and a pestle. Then the pulverized tissue was dissolved in 1 ml of ice
cold RIPA lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1%

nmol TBARs/mg protein

o‘&QP & qj’ gty Qé'
. b
Wl Adult
O
o‘&.ﬁg Q\."

in cardiac tissue homogenates. For adult animals, °p < 0,05, %p < 0.01,p < 0.001 vs. Ct. For old animals, %p <

0.05 vs. Ct. (B) TBARS in cardiac tissue homogenates, *p < 0.001 vs Ct. (C) GSH content. For adult animals p < 0.05 vs. Ctand for old animals °p < 0.05 vs. 3-NP. Data represent the mean 4 SD

of 4 independent experiments for each group. *p < 0.01, **p < 0.001 vs. Adult Ct.

103



A. Silva-Palacios et al. / Experimental Gerontology 96 (2017) 89-98 93

SDS, 0.5% sodium deoxycholate) and 10 pl phenylmethylsulfonyl fluo-
ride (1 mM) (Hernindez-Reséndiz et al., 2015), supplemented with
protease inhibitor (Complete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) and homogenized using a Dounce homogenizer in cold. Homog-
enates were centrifuged at 11,000 x g for 15 min at 4 °C, the supernatant
was transferred in a new tube and stored at — 70 °C for further analysis.
Cytosolic and nuclear fractions were obtained with the NE-PER® kit
(Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) according
to manufacturer’s instructions and stored at — 70 °C. Protein concentra-
tion was determined according to Lowry et al. (1951).

2.11. Western blot analysis

Proteins (30-50 pg) from each fraction protein were separated on
10-15% SDS-PAGE, transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes (Inmobilon®-P, Millipore Billerica, MA) and incubated
with specific primary antibodies against Nrf2 (1:200), GST (1:200), y-
GCS (1:200), HO-1 (0.5 pg/ml), MMP-2 (0.5 pg/ml) and Collagen-1II
(1:1000). The immunoblotted proteins were visualized using a chemi-
luminescent detection system (Millipore Billerica, MA). Each membrane
was incubated with their respective load control (markers of cytosolic
and/or nuclear fractions, GAPDH/Actin (1:1000) and lamin-A
(1:1000)), respectively. All images were analyzed using an Image Studio
Lite Software (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska USA).

2.12. Electrophoresis mobility assay (EMSA)

Electrophoresis mobility assay was performed according to Buelna-
Chontal et al. (2014). Briefly, biotinylated oligonucleotide containing
the  antioxidant response element (ARE)  sequence
(GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTTT) (Accesolab S.A. de C.V., Mexico
City, Mexico) was used as the DNA target. Nuclear proteins (10 ug)
were incubated in binding reaction buffer containing 50 ng/ul poly (dI
-dC), 0.05% Nonidet P-40, 2.5% glycerol, 10 mM EDTA, 5 mM MgCl,,
0.05 M KCl and 20 fmol of Biotin-end-labeled ARE (B-ARE) for 60 min
at room temperature. The competition assay was performed by adding
an excess of unlabeled ARE for 30 min before the addition of B-ARE.
Then, the samples were loaded onto native 5% polyacrylamide gel pre-
electrophoresed for 60 min in Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer. The com-
plexes were separated at 100 V and transferred onto a positively
charged nylon membrane in TBE at 380 mA for 30 min. Transferred
DNA was crosslinked to the membrane and chemiluminescence detec-
tion was performed using stabilized streptavidin-horseradish peroxi-
dase conjugate. Nrf2-DNA binding analysis was performed using an
Image Studio Lite Software (Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska USA).

2.13. Statistical analyses

The data represent the mean + standard deviation (SD) of at least 3
independent experiments for each of the experimental protocols in tripli-
cate. Significance levels (p < 0.05, p <0.01, p <0.001) were evaluated
through an analysis of variance (ANOVA) followed by a post-hoc test for
multiple comparisons using the Tukey test (GraphPad Prism version 6.0).

3. Results

3.1. Cardiac function and structural analysis

Representative echocardiograms from both age groups are shown in
Fig. 2. Heart weight (HW), body weight (BW), shortening fraction
(SF) and heart rate (HR) increased in control old animals (p < 0.01)
(Table 1) in comparison with control adult animals; whereas lung
weight/body weight (LW/BW) and left ventricle dimension at end-systole
(LVSd) decreased in older animals from the control group (p < 0.01) as
compared to adult animals without any treatment.

Echocardiographic data were similar in all adult animals groups
(Table 1). Conversely, 3-NP and tBHQ treatment in old animals dimin-
ished BW, HW and LVSD as compared with their own control group (p
<0.05, p < 0.01). Interventricular septum (IVS) thickness and HW de-
creased in the PreC adult and old animal groups, but none of these
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Fig. 6. Nrf2 in homogenates, cytosol and nucleus from adult and aged hearts. Western
blot images (A) and densitometric analysis (B) of Nrf2 content in total homogenates. Nrf2
content in nuclear (Nuc Fra) and cytosolic fractions (Cyt Fra) from adult animals (C) and
from old animals (D). Densitometric analysis of Nrf2 content in Nuc Fra and Cyt Fra
from adult and old animals (E). Results represent the mean + SD of 3-4 independent
experiments from each group. *p < 0.05,%p < 0.01 vs. Ct, p < 0.001 vs. 3-NP.
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changes were reflected in the ejection fraction (EF), an indicator of car-
diac performance.

32. Cardiac histology

As cells may have thresholds for damage accumulation before func-
tion is impaired, we explored the effect of 3-NP between both age
groups at a cellular level. Cardiac cells morphological analysis was per-
formed after H&E staining. Adult control group heart sections showed
a normal cardiomyocytes architecture with centrally placed nuclei
(Fig. 3A), while in the aged control group, cardiac cells were enlarged
(Fig. 3B). However, in both groups the fibers organization was pre-
served. Hearts from adults or old animals supplemented with tBHQ,
did not show any visible changes as compared with their own controls
(Fig. 3C and D), whereas 3-NP-treatment induced a major myofibrils

disorganization in adult hearts (Fig. 3E), than in old rats hearts
(Fig. 3F). Cardiac structure in the adults PreC group was preserved
(Fig. 3G), whereas no obvious changes in aged heart were observed
(Fig. 3H). Therefore, 3-NP-induced both neurodegeneration and direct
toxic effects in the myocardium of old rats, but did not concur with
cardiac dysfunction neither in adult nor in aged rats.

The extracellular matrix major components collagens and fibronectin
were analyzed with Masson's trichrome staining. Compared with the
adult control group (Fig. 31), older animals showed higher interstitial fibro-
sis (Fig. 3]). tBHQ treatment induced a slight increase in fibrosis in adult an-
imals (Fig. 3K) and exacerbated fibrosis in aged rats cardiac tissue (Fig. 3L).
Perivascular fibrosis was also observed in old animals treated with 3-NP
(Fig. 3N). Interestingly, pre-treatment with tBHQ (PreC group) increased fi-
brosis in old animals (Fig. 3P), but not in the PreC adult group (Fig. 30),
which maintained a similar appearance to their own controls.
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3.3. Cardiac remodeling

Myocardium extracellular matrix (MEM) damage and loss are im-
portant features of cardiac remodeling associated with age. Metallopro-
teinase-2 (MMP-2) content in its latent (Fig. 4C) and active forms (Fig.
4D) were evaluated in all groups. Active MMP-2 basal levels were
higher (p <0.001) in heart tissue from old control rats (Fig. 4B) than
in control adult rats (Fig. 4A). The active form increased up to 50% (p <
0.001) after 3-NP treatment only in adult hearts, but did not decrease
with tBHQ-preconditioning.

Since collagen alterations have been related with MEM changes, col-
lagen-11I content was also evaluated. As shown Fig. 4A and B, collagen-1II
increased (p < 0.001) in old control hearts in comparison with control
adult hearts, thus corroborating that aging heart undergoes fibrotic re-
modeling. 3-NP-treatment exacerbated up to 10 times collagen-III con-
tent in adult hearts (Fig. 4E, p < 0.001), and tBHQ-preconditioning
decreased those levels (Fig. 4A, p < 0.001). These results correlated
with the myofibrils organization changes observed before (Fig. 3E). On
the other hand 3-NP-treatment increased collagen-IiI levels by 60% in
older animals compared to their own control; this was partially
prevented by tBHQ preconditioning (Fig. 4B and E). These results
show that the cardiac response to 3-NP-induced damage and to tBHQ-
pretreatment differs among adult and older individuals.

3.4. Oxidative stress damage markers

In order to correlate the previous response with oxidative damage,
protein and lipid oxidation, along with GSH levels were determined.
Fig. 5A shows that 3-NP-treatment augmented oxidized proteins (p <
0.01) and lipid peroxidation (Fig. 5B, p < 0.001) in hearts from adult
rats, but did not exert any effect on hearts from aged rats (Fig. 5A and
B). On the other hand, tBHQ preconditioning produced a slight decrease,
although not significant, in the lipid peroxidation of adult hearts in

NP ¢ BHQ

1880000800000 0000888 1800008 e

80
/—-\ S
(7; ) (Co A
o
o©
4
K ( ol
o
¥-GC! v-GCS
GST ¥GCS
vGCS™ GST
GsT
Nuclvlu

Adult cardiomyocyte

comparison with aged hearts (Fig. 5B). However, in both aged groups,
tBHQ-preconditioning increased significantly protein oxidation (Fig.
5A). GSH content was lower in control aged hearts than in hearts from
control adult animals (Fig. 5C, p < 0.05); 3-NP and PreC adult groups
hearts had similar GSH values than their age controls, but tBHQ-precon-
ditioning diminished GSH content in hearts from old rats (p < 0.05)
compared to 3-NP-treatment. These results suggest that sustained oxi-
dative stress during the aging process reaches a threshold that cannot
be surpassed by 3-NP action.

3.5. Nrf2 nuclear translocation

To determine if the different oxidative stress response stimulated by
3-NP-treatment in hearts from adult and elderly rats was related with
changes in Nrf2 regulation, we evaluate its expression and localization
in nucleus and cytosol under the different treatments. Western blot
analysis showed that Nrf2 levels in cardiac homogenates were similar
between adult and old animals (Fig. 6A and B). Nuclear Nrf2 content sig-
nificantly diminished (p < 0.01) in the 3-NP adult group as compared
with the control and tBHQ adult groups, and was recovered (p <
0.001) in the PreC group (Fig. 6C and E). Conversely, only 3-NP aug-
mented Nrf2 levels (p < 0.05) in the nucleus of aged hearts (Fig. 6D
and E). These results indicate that although Nrf2 expression is main-
tained during aging, efficient translocation depends on the stimulus. Be-
sides, tBHQ exerts a different regulation in young and in old individuals.

3.6. Nrf2-ARE binding efficiency in adult and aged hearts

Nuclear extracts from adult and aged hearts were used to evaluate
Nrf2 binding to ARE (antioxidant response element) under the different
experimental conditions (Fig. 7A). Nrf2-ARE complex decreased in the
3-NP group (p < 0.05) from adult hearts in comparison with the control
and the tBHQ groups (Fig. 7B), but was recovered in the PreC group (p<

Old cardiomyocyte

Fig. 8. 3-NP exerts differential effects in cardiac tissue depending on age. 3-NP induces cellular redox imbalance due to the increase of mitochondrial ROS secondary to Complex 11
inhibition in heart tissue from adult animals. Conversely, the cells from old animals maintain a pro-oxidant environment, which is not modified by the neurotoxin. In adult cells, Nrf2
is activated by tBQ, the oxidized product of tBHQ which induces the dissociation of Keap1/Nrf2 complex. Subsequent translocation and nuclear activation of Nrf2, correlated with
increased antioxidant enzymes such as csr and y-GSC in adults; while the activation of Nrf2 is mmpmmnsed in old animals. ROS, reactive oxygen species; GST, glutathione-S-
transferase; y-GSC, gamma gl h HO-1,h 1; tBQ, tert-butylb 0., superoxide anion (blue ovals); H,0, hydrogen peroxide (red
ovals); Cys, cysteine; Maf, muscle aponeurotic fibrosarcoma; ARE/EpRE, id. ! iles. (For i of the ref to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)

106



96 A Silva-Palacios et al. / Experimental Gerontology 96 (2017) 89-98

0.01) in relation with augmented Nrf2 nuclear translocation (Fig. 6C and
E) and with vy-glutamylcystenyl synthetase (y-GCS, p <0.05) and gluta-
thione S-transferase (GST, p < 0.001) enhanced expression (Fig. 7C, D
and E). Conversely, Nrf2 binding to its consensus motif decreased in
hearts from all old-rats groups, being lower even than in the adult con-
trol group (Fig. 7B). Therefore, Nrf2 nuclear translocation in old rats
hearts is apparently not compromised (Fig. 6D and E), but the transcrip-
tion factor did not bind efficiently to its complementary sequence
(Fig. 7A), precluding the up-regulation of major target antioxidant en-
zymes, e. g. heme-oxygenase-1 (HO-1), GST and y-GCS (Fig. 7E).

4. Discussion

Although HD is considered primarily a neurological disease, it has
been proposed that it may be examined as a systemic disorder
(Sassone et al., 2009; Van der Burg et al., 2009), because numerous pe-
riphery organs and tissues are affected in these patients (Phan et al.,
2009; Mielcarek, 2015). Even more, molecular mechanisms related to
HD progression have been found not only in brain, but also in several
tissues. In this respect, dilated cardiomyopathy has been observed in
HD patients at both early and late stages of neuronal degeneration. Ac-
cumulation of adenine nucleotide metabolites in the serum of this pa-
tients correlated with cardiac dysfunction and impaired nucleotide
metabolism in symptomatic HD mice (Toczek et al., 2016a; Toczek et
al, 2016b). Other studies have associated HD pathophysiology with in-
creased oxidative stress (Gu et al.,, 1996; Sapp et al., 1997; Foguem and
Kamsu-Foguem, 2016). N-Acetyl-1-Cysteine (NAC) decreases ROS pro-
duction in cells expressing polyQ and preserves their viability (Vidoni
et al., 2016). Indeed, high lipid peroxidation and low GSH levels in HD
patients’ plasma have been reported as reliable markers of the progres-
sion of this disease (Stoy et al., 2005; Klepac et al.,, 2007).

Administration of the mitochondrial neurotoxin 3-NP mimics many
pathological characteristics in HD. It induces caudate-putamen lesions,
increases oxidative stress leading to neuronal loss and reactive gliosis
in various animal models like rats (Beal et al., 1993) and primates
(Brouillet et al., 1999; Lee and Chang, 2004; Browne and Beal, 2006).
The use of 3-NP as a pharmacological model of HD in animals have sev-
eral advantages; it reproduces the pathophysiology observed in patients
(Mehan et al., 2017), it easily cross the blood-brain barrier when admin-
istered systemically (Stavrovskaya et al,, 2016) and its main action has
been related with mitochondrial dysfunction, in particular with com-
plex Il inhibition and ROS generation (Liot et al., 2009).

Early studies in young and adult rodents showed that acute 3-NP-
treatment promoted cardiac morphological changes, characterized by
sarcomere disorganization and fibrosis (Gabrielson et al., 2001), M-
bands disruption (Hernandez-Echeagaray et al., 2011), along with in-
creased vasodilatation (Castillo et al., 1994) and bradycardia (Hong et
al., 1990). Here, we found that 3-NP-treatment induces myofibrils disor-
ganization only in adult hearts (Fig. 3). Interestingly, heart function was
preserved in both age groups (Table 1). Discrepancies between the
damage observed in the former studies and ours might be due to the
higher doses of 3-NP previously used (e.g. 75-100 mg/kg). However, it
is important to specify that in our model, the animals developed HD
neurological characteristics related to the late stage of the disease
(Silva-Palacios et al., 2017).

At the cellular level, 3-NP-treatment produced oxidative damage in
adult heart (Fig. 5), confirming the concept that stresses and noxious in-
fluences exert their effects first at the molecular or biochemical level. In-
terestingly, such damage was only observed in adult animals but not in
aged individuals (Fig. 5).

Lately hormesis has gained special attention during the aging pro-
cess (Luna-Lopez et al., 2014). Hormesis is defined as “a process in
which exposure to a low dose of a chemical agent or environmental factor
that is damaging at higher doses induces an adaptive beneficial effect on
the cell or organism™ (Calabrese and Baldwin, 2003; Rattan, 2006;
Calabrese, 2008; Mattson, 2008; Hoffmann, 2009; Calabrese et al.,

2010; Holmstrém and Finkel, 2014). Under certain circumstances, low
levels of reactive oxygen species (ROS), which are able to modify
redox state, may induce an hormetic response by activating the survival
and antioxidant response, that may be beneficial in the long term
(Luna-Lopez et al., 2010; Pan et al., 2011; Luna-Lépez et al,, 2014). In
this sense, our results suggest that an hormetic response might have
been established in aged hearts, having undergone sub-chronic oxida-
tive stress throughout life. Sustained oxidative stress and antioxidant
response might have reached a threshold that cannot be surpassed by
3-NP action (Fig. 5). In these regard, Costantini et al. (2014) have pro-
posed that such different an unexpected responses might result from
the diverse types and degrees of stress exposure, to the cellular stage
at which the stressful environment was experienced, or due to the du-
ration of stressor exposure.

3-NP administration has been associated with impaired mitochon-
drial function, e. g. mitochondrial membrane potential depolarization
(Nasr et al, 2003), cytochrome c release (Antonawich et al,, 2002) and
ROS production (Liot et al., 2009). Besides the 3-NP specific inhibition
of succinate dehydrogenase (Complex II) (Pandey et al., 2008), other
mechanisms involved in 3-NP oxidative stress generation involve de-
creased mitochondrial Complex I (Pandey et al, 2008) and Il activities
(Orozco-Ibarra et al., 2016). Indeed, it has been proposed that complex
11, regulates mitochondrial ROS production through a succinate-depen-
dent interaction with complex I (Zoccarato et al., 2009, 2011). Further-
more, in vitro studies have shown that in the presence of 3-NP,
mitochondria generate superoxide from a site located between the
ubiquinol pool and 3-NP-binding site in complex I (Bacsi et al., 2006).

On the other hand, Meng et al. (2017) recently proposed a new con-
cept called redox-stress response capacity (RRC) to describe cells ability
to respond to oxidative stress; specifically to generate a dynamic re-
sponse to maintain cellular redox homeostasis. Oxidative stress is con-
sidered a main feature during the natural aging process and a unifying
mechanism in age-related pathologies (Silva-Palacios et al., 2016);
however, some researchers have found that oxidants might have a pos-
itive effect on regulating life expectancy (Rodriguez et al., 2011) or at
least, that increased ROS do not accelerates the aging process (van
Remmen et al., 2003). It has also been suggested that oxidative stress ef-
fect in aging depends on specific environments or on particular stimulus
(Salmon et al., 2010), and that under specific conditions the transcrip-
tion of antioxidant genes is tightly regulated. Nrf2 has been recognized
as the antioxidant response master transcriptional regulator and its loss
or deregulation is associated with several pathologies and aging (Kumar
et al., 2016). Controversial data exist on the mechanisms that lead to
Nrf2 dysfunction in aged organisms, including inactivation of the factor
in the cytosol, failure in its nuclear translocation or dysfunction on
downstream gene expression mechanisms (Silva-Palacios et al,, 2016).
In this regard, a recent study reports that Nrf2 nuclear import is im-
paired in elderly patients (Gounder et al, 2012). Others studies have de-
termined that nuclear Nrf2 levels in aged rats subjected to moderate
exercise, reach comparable values to those observed in young mice
(Done et al., 2016) and that «-lipoic acid administration to old rats acti-
vates nuclear Nrf2 translocation (Suh et al.,, 2004). Our results add evi-
dence to the proposal that Nrf2 activation pathway might remain
intact in old animals (Fig. 7), since we did not find differences between
nuclear Nrf2 levels in hearts from adult or aged rats (Fig. 6).

Thus, the hormetic response observed in the aged rats might fit into
the redox-stress response capacity (RRC) concept recently described
(Meng et al., 2017). Indeed, our findings highlight the priority studying
Nrf2 activators as a reliable therapy to treat age-related diseases and
makes mandatory to find the missing links in Nrf2 signaling and regula-
tion during this life stage.

5. Conclusion

3-NP exerts differential effects in cardiac tissue depending on age.
The lack of effects observed in old animals might be related to a
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previously gained hormetic response in which the threshold for oxida-
tive damage was reached and could not be surpassed in old animals.
Our data showed that the antioxidant response Nrf2 is functional in
adult animals, but it is compromised in old animals (Fig. 8), possibly
due to deregulation of Nrf2 signaling cascade downstream components.
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Article history: Aging process is often accompanied with a high incidence of cardiovascular diseases (CVD) due to the syn-
Received 20 August 2015 ergistic effects of age-related changes in heart morphology/function and prolonged exposure to injurious
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effects of CVD risk factors. Oxidative stress, considered a hallmark of aging, is also an important feature
in pathologies that predispose to CVD development, like hypertension, diabetes and obesity. Approaches
directed to prevent the occurrence of CVD during aging have been explored both in experimental models
and in controlled clinical trials, in order to improve health span, reduce hospitalizations and increase life

ig;vgordx quality during elderly. In this review we discuss oxidative stress role as a main risk factor that relates CVD
Cardiovascular system with aging. As well as interventions that aim to reduce oxidative stress by supplementing with exoge-
Oxidative stress nous antioxidants. In particular, strategies of improving the endogenous antioxidant defenses through
Nrf2 activating the nuclear factor related-2 factor (Nrf2) pathway; one of the best studied molecules in cellular

redox homeostasis and a master regulator of the antioxidant and phase Il detoxification response.
© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Increase in life-span is commonly related with age-related di and with gradual loss of g p
Aging and metabolic integrity. Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2-p45 derived factor 2) Is the of genes
Negative regulation whose prod include antioxidant proteins, detoxifying enzy drug porters and cytopro-
Nd? . . tective p ins. Several experi 1 hes have 1 d the p ial lation of the ripti
Epigenetic ations factor Nrf'Z to enhance the expression ol gms that contend againsl aocurnulatlvc oxidalivc stras and promote
healthy aging. Negative regulators of Nrf2 that act pi g it’s binding to DNA-responsive ek have

been identified in young and adult animal models. However it is not clcarly established if Nrf2 decreased
activity in several models of aging results from disruption of that regulation. In this review, we present a
compilation of evidences showing that changes in the levels or activity of Keapl (Kelch-like ECH associated
protein 1), GSK-3p (glycogen synthase kinase-3), Bachl, p53, Hrdl (E3 ubiquitin ligase) and miRNAs mlghl

impact on Nrf2 activity during elderly. We conclude that und g Nrf2 latory mechanisms is 1
to develop a rational strategy to prevent the loss of cellular pmtcction response during aging.

1. Introduction

The need to understand why we become old and the desire to pre-
vent it, have accompanied humanity since ancient times. This question
has taken relevance in the last decades because the elderly population
has dramatically augmented on a global scale (Horn, 2015). A special
case of successful aging in h are the c ians who, by defi-
nition, are extremely old people that show all the signs and char-
acteristics of a prolonged aging process, while avoiding or postponing
the beginning of the decline related to age (Franceschi and Bonafé,
2003; Ismail et al., 2016; Kheirbek et al., 2017). Therefore, the study of
centenarians has shed light on some basic mechanisms of aging and
longevity inh llowing us to consider other variables-difficult to
study in animal models-such as demography, population genetics and
variables related to cultural habits, such as lifestyle and personality,
typical of h and that undoubtedly play an important role in aging
and longevity (Franceschi and Garagnani, 2016; Franceschi et al.,
2017a). Molecular studies focused on elucidating the mechanisms that

feguard aging in h have been addressed. For example, Lattanzi
et al. (2014) showed that rapamycin affects pre-lamin A levels and fa-
vors the recruitment of nuclear protein 53BP1, thus mimicking the
nuclear environment observed in cells of centenarian individuals
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(95-105 years). Still, more experiments must be done in order to un-
derstand their successful aging.

Although medical research and basic science have managed to ex-
pand longevity, both in laboratory models and in humans, lifespan in-
crease does not always go hand in hand with health span. This is clearly
seen in a large part of the human population, where there is an im-
portant period of frailty during the last years of life (Herndon et al.,
2002). Older adults have a greater susceptibility to develop patholo-
gical conditions, which augment the number of hospitalizations, gen-
erating a financial deficit in public health systems. Decreased health
and fitness, together with greater difficulty to overcome illnesses or
physical stress, lead to permanent loss of functions and increased
mortality in the elderly (Lewis et al., 2010; Camici et al., 2015). Al-
though it is believed that these traits in old age are due to a gradual loss
of genomic, proteomic and metabolic integrity (Lewis et al., 2010), the
accurate mechanisms that induce this deterioration remain unknown.
The identification of those pathways would undoubtedly bring oppor-
tunities to improve quality of life during aging.

In aging models such as yeast, worms, and flies, lifespan has in-
creased from 40 to more than 200% by mutating genes such as age-1/
PI3-K (phosphoinositide 3-kinase) (Friedman and Johnson, 1988) or
daf-2/IGF-1 (insulin like growth factor-1) (Kenyon et al, 1993).
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