INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
QuIMICO -BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE

HIDALGO |
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICO-BIOLOGICAS

DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

TESIS:

ESTUDIO DE LA QUELACION DE HIERRO EN LA
RESPUESTA ANTIOXIDANTE MEDIADA POR NRF2
Y LA FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL RENAL EN
UN MODELO MURINO DE DIABETES TIPO 2

ALUMNO QUE PRESENTA LA TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL:

M. en C. DONOVAN JAVIER PENA MONTES

DIRECTOR DE TESIS:
D. en C. FRANCISCO ALFREDO SAAVEDRA MOLINA

Morelia, Michoacan, México. Octubre 2024,


mailto:0618853j@umich.mx
mailto:francisco.saavedra@umich.mx
mailto:0618853j@umich.mx

Donovan J. Peifia Montes

La enérgica vida

En el silencio de lo invisible,

chispea un relampago minusculo,

un pulso que no cesa.

Millones de centellas diminutas

vibran sin trueno,

alimentan la vida sin saberlo.

En cada rincon de la carne,

un circuito zumba,

incansable, eterno.

¢ Quién orquesta esta tormenta muda?
¢ Qué corriente invisible

teje los hilos de la existencia?

Somos la suma de o infinitesimal,

un milagro constante,

un rio de electrones que fluye en la oscuridad.
Y en cada instante,

renovamos el pacto con la vida,

sin palabras, sin consciencia,

en el eterno baile de lo pequefio.

A la memoria de Sonia Ménica Clemente Guerrero

Donovan JPM
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1. RESUMEN

Este estudio investigo la influencia de la quelacién de hierro sobre la respuesta
antioxidante mediada por el factor de transcripcion Nrf2 y la funcionalidad mitocondrial
en el tejido renal en un modelo murino de diabetes tipo 2. La enfermedad renal diabética
(ERD), una complicacién microvascular frecuente de la diabetes, se caracteriza por
alteraciones estructurales y funcionales del rifion, incluyendo disfuncién mitocondrial y
estrés oxidativo. La disfuncién mitocondrial, definida como una alteracién en la
capacidad de las mitocondrias para generar ATP eficientemente y mantener la
homeostasis celular, es un factor clave en la patogénesis de la ERD. Esta disfuncién se
asocia con un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
estrés oxidativo. Este estudio investigo el efecto de la quelacidén de hierro sobre la
respuesta antioxidante mediada por Nrf2 y la funcionalidad mitocondrial en el tejido
renal de un modelo murino de diabetes tipo 2. Los resultados mostraron que la diabetes
perturba significativamente la homeostasis del hierro renal, conduciendo a una
acumulacion mitocondrial de hierro. Se evidencid que la disminucion de hierro puede
atenuar estas alteraciones metabdlicas, previniendo la disfuncidén bioenergética
mitocondrial, mitigando el estrés oxidativo y promoviendo la expresion de sistemas de
defensa antioxidante a través de la activacion de Nrf2, un regulador maestro de la
respuesta antioxidante celular. No obstante, este estudio también revelé que la
quelacion de hierro, aunque beneficiosa en el contexto de la diabetes, puede tener
efectos negativos en individuos sanos. En individuos con niveles fisioldgicos de hierro,
la quelacion excesiva puede inducir una deficiencia iatrogénica, comprometiendo el

estado redox celular, la funcionalidad mitocondrial y la produccién energética.

Palabras clave: diabetes, hierro, mitocondria, estrés oxidativo, enfermedad renal

diabética.
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2.  ABSTRACT

This study investigated the influence of iron chelation on the antioxidant response
mediated by the transcription factor Nrf2 and mitochondrial functionality in renal tissue
using a murine model of type 2 diabetes. Diabetic kidney disease (DKD), a common
microvascular complication of diabetes, is characterized by structural and functional
alterations of the kidney, including mitochondrial dysfunction and oxidative stress.
Mitochondrial dysfunction, defined as an impairment in the mitochondria's capacity to
efficiently generate ATP and maintain cellular homeostasis, is a key factor in the
pathogenesis of DKD. This dysfunction is associated with increased production of
reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress. This study investigated the effect
of iron chelation on Nrf2-mediated antioxidant response and mitochondrial functionality
in renal tissue from a mouse model of type 2 diabetes. The results demonstrated that
diabetes significantly disrupts renal iron homeostasis, leading to mitochondrial
accumulation of this element. It was evidenced that iron reduction can attenuate these
metabolic alterations by preventing mitochondrial bioenergetic dysfunction, mitigating
oxidative stress, and promoting the expression of antioxidant defense systems through
the activation of Nrf2, a master regulator of cellular antioxidant response. However, this
study also revealed that iron chelation, while beneficial in the context of diabetes, may
have deleterious effects in normoglycemic individuals. In subjects with physiological iron
levels, excessive chelation can induce iatrogenic deficiency, compromising cellular

redox status, mitochondrial functionality, and consequently, energy production.

Keywords: diabetes, mitochondrion, iron, oxidative stress, diabetic kidney disease
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3. INTRODUCCION

La enfermedad renal diabética (ERD) representa una de las complicaciones mas
graves y frecuentes de la diabetes, constituyendo la principal causa de
enfermedad renal cronica y terminal a nivel mundial (FID, 2023). Caracterizada
por una disfuncién renal progresiva y alteraciones estructurales como fibrosis
intersticial, glomeruloesclerosis y proteinuria, la ERD supone un desafio
significativo tanto para los pacientes como para los sistemas de salud (Agarwal,
2021). La fisiopatologia de esta condicion es compleja e involucra multiples
mecanismos, incluyendo hiperglucemia cronica, disfuncion endotelial, estrés
oxidativo, inflamacion y alteraciones hemodinamicas, entre otros (Cao & Cooper,
2011; Agarwal et al., 2021). En el nucleo de estos procesos patologicos se
encuentra la disfuncionalidad mitocondrial, un componente crucial en la
patogénesis de la ERD. Las mitocondrias, son organulos esenciales para la
produccién de energia celular, que experimentan un deterioro significativo en su
capacidad para generar ATP de manera eficiente a través de la fosforilacion
oxidativa en condiciones de hiperglucemia crénica (Arruda & Hotamisligil, 2015;
Ahmad et al., 2021). Este déficit bioenergético no solo limita la capacidad de las
células renales para mantener su homeostasis, sino que también desencadena
una cascada de eventos que promueven la progresién de la enfermedad,
incluyendo un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y la activacion de vias proinflamatorias y profibréticas (Forbes et al., 2013; Fober
& Thorburn, 2018). El estrés oxidativo, resultante de un desequilibrio entre la
produccion de ERO y la capacidad antioxidante celular, juega un papel central en
la disfuncion mitocondrial y el dafio renal asociado a la ERD (Newsholme et al.,

2016). En este contexto, el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2

(3]
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(Nrf2) emerge como un regulador maestro de la respuesta antioxidante celular.
Nrf2 promueve la expresion de genes antioxidantes y de fase de respuesta, como
la superdxido dismutasa (SOD) y la enzima glutation peroxidasa (GPx), que son
cruciales para mitigar el dafio oxidante (Suzuki et al., 2021). Sin embargo, en la
ERD, la activacion inadecuada de Nrf2 puede comprometer la capacidad de las
células renales para contrarrestar el estrés oxidativo, exacerbando el dafio celular

y acelerando la progresion de la enfermedad (Tanase et al., 2022).

Un aspecto menos explorado, pero igualmente relevante en la patogénesis de la
ERD es la desregulacion del metabolismo del hierro, particularmente en relacion
con alteraciones en la hormona hepcidina ocasionadas por la falta de insulina y/o
resistencia a la insulina (Wang et al., 2014). La hepcidina, es un péptido regulador
clave del metabolismo del hierro, se ve afectada por la disfuncidon metabdlica
caracteristica de la diabetes, lo que puede conducir a una acumulacion anormal
de hierro en los tejidos renales (Dominguez et al., 2015). Esta sobrecarga de
hierro no solo contribuye al estrés oxidativo a través de la reaccion de Fenton,
sino que también puede promover un tipo especifico de muerte celular regulada
conocida como ferroptosis. La ferroptosis, un mecanismo patolégico emergente
en la ERD, es un tipo especifico de muerte celular desencadenado por la
descoordinacion del metabolismo del hierro, el estado redox de los tioles
(particularmente el sistema glutation/GPX4) y la peroxidacion lipidica (Dixon et al.,
2012). Este proceso se caracteriza por la acumulacion excesiva de hierro libre,
que cataliza la formacion de ERO a través de la reaccion de Fenton, promoviendo
la peroxidacion lipidica y la acumulacion de sus productos (Li et al., 2021).
Simultdneamente, se observa una disfuncion en las defensas antioxidantes,

principalmente en el sistema glutation/GPX4, crucial para la proteccion contra la

(4]
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ferroptosis (Wang et al., 2022). La diabetes, al alterar el metabolismo del hierro y
generar un estado de estrés oxidativo cronico, crea un entorno que favorece la
iniciacion y propagacion de la ferroptosis en el tejido renal (Li et al., 2021). La
acumulacion de hierro, junto con la disminucion de las defensas antioxidantes y
el aumento de la peroxidacion lipidica, forman una triada letal que contribuye
significativamente al dafio celular y la progresion de la ERD (Wang et al., 2022).
Este escenario pro-ferroptético en la diabetes no solo amplifica el estrés oxidativo,
sino que también perpetta un ciclo de dafio celular que puede conducir a una

pérdida progresiva de la funcién renal.

En la busqueda de estrategias terapéuticas para mitigar el dafio renal en la ERD,
la quelacion de hierro ha surgido como un enfoque prometedor. En particular, el
quelante deferiprona ha mostrado potencial para reducir la sobrecarga de hierro
y consecuentemente, disminuir el estrés oxidativo y la ferroptosis (Zou et al.,
2017). La deferiprona, al unirse y secuestrar el hierro libre, podria no solo reducir
la formacién de ERO mediada por hierro, sino también modular indirectamente la

actividad de Nrf2 y mejorar la respuesta antioxidante celular (Cui et al., 2012).

El estudio de la quelacion de hierro en el contexto de la ERD, particularmente en
relacion con la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 y la funcionalidad
mitocondrial renal, representa un area de investigacion novedosa vy
potencialmente benéfica para el tratamiento de la ERD y las enfermedades
renales. Comprender como la modulacion del metabolismo del hierro puede influir
en las vias de sefializacion antioxidantes y en la bioenergética mitocondrial podria

abrir nuevas avenidas para el desarrollo de terapias mas efectivas para la ERD.

(5]
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En este contexto, el objetivo de esta tesis es la de estudiar el efecto de la
quelacién de hierro sobre la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 y la
funcionalidad mitocondrial en el tejido renal de un modelo murino de diabetes tipo
2.

4. MARCO TEORICO

Diabetes

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabdlicas y endocrinas
caracterizadas principalmente por niveles elevados de glucosa en sangre
(hiperglucemia). La diabetes se ha convertido en una de las principales
enfermedades cronicas no transmisibles a nivel mundial, con un impacto
significativo en la salud publica y la economia global. Segun la Federacion
Internacional de Diabetes (FID), en 2021, 537 millones de adultos (de 20 a 79
afios) vivian con diabetes y se estima que esta cifra aumentara a 642 millones
para 2040. Este alarmante incremento se atribuye principalmente al
envejecimiento de la poblacion, la urbanizacion, los cambios en los estilos de vida,

como dietas poco saludables, sedentarismo y la obesidad.

La Federacion Internacional de la Diabetes define la diabetes como una
enfermedad que es caracterizada por un aumento de la glucosa en sangre
(hiperglucemia). La hiperglucemia puede ser causada por la produccion
insuficiente de insulina, la resistencia a la accion de la insulina 0 una combinacién

de ambos.

De acuerdo al Atlas de la Diabetes (2021) la diabetes se clasifica en cuatro tipos

principales:

(6]
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Diabetes tipo 1: Es una enfermedad autoinmune en la que el sistema inmunitario
ataca y destruye las células B del pancreas que producen insulina. La diabetes

tipo 1 requiere la administracion de insulina de por vida.

Diabetes tipo 2. Es la forma mas comun de diabetes y se caracteriza por la
resistencia a la accion de la insulina. En la mayoria de los casos, la diabetes tipo
2 se puede controlar con dieta, ejercicio y medicamentos orales. Sin embargo,

algunos casos pueden requerir insulina.

Diabetes gestacional: Es un tipo de diabetes que se desarrolla durante el
embarazo. Suele desaparecer despueés del parto, pero las mujeres que han tenido
diabetes gestacional tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 en el

futuro.

Otros tipos de diabetes: Incluyen la diabetes latente autoinmune del adulto y la
diabetes monogénica (LADA y MODY, por sus siglas en inglés, respectivamente),

entre otras.

Tabla I. Parametros de diagnéstico para diabetes y prediabetes segun la FID
(2021)

Glucosa en ayunas <100 100-125 =126
(mgl/dL)
Glucosa 2h post- <140 140 - 199 =200
pandrial (mg/dL)
HbA1c (%) <57 5.7-64 >6.5
Glucosa plasmatica - - = 200 (con sintomas)

al azar (mg/dL)

(7]
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Notas: Para el diagndstico de diabetes, se requiere la confirmacién con una
segunda prueba, a menos que haya sintomas claros de hiperglucemia. La prueba
de glucosa 2 horas post-pandrial se refiere a la Prueba de Tolerancia Oral a la
Glucosa (PTOG) con 75g de glucosa. Los sintomas clasicos de hiperglucemia
incluyen poliuria, polidipsia y pérdida de peso inexplicable (Atlas de la Diabetes,
2021).

Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 (DT2) se caracteriza por una desregulacion en el metabolismo
de glucidos, lipidos y proteinas, como consecuencia de un deterioro en la
secrecion de insulina, resistencia a la insulina 0 una combinacion de ambas. La
DT2 es la forma mas frecuente de diabetes representando mas del 90% de todos
los casos reportados (FID, 2021; ADA, 2022). Existen diversas causas de la DT2,
aunque se desconocen las etiologias especificas, no se produce una destruccion
autoinmune de las células B pancreaticas y se encuentra fuertemente asociado
con el sobrepeso y la obesidad. Su principal causa es el deterioro progresivo de
la secrecidn de insulina por las células f pancreaticas, generalmente sobre un
fondo de resistencia a la insulina preexistente en los tejidos dependientes de
insulina como, por ejemplo: el musculo esquelético y el tejido adiposo y no
dependientes como el higado (Huang et al., 2020; Lee et al, 2022). La
hiperglucemia esta precedida por la prediabetes, una condicion de alto riesgo que
predispone a los individuos al desarrollo de la DT2. La prediabetes se caracteriza
por cualquiera de los siguientes: niveles alterados de glucosa en ayunas (AGA),
intolerancia a la glucosa (IGT) o niveles elevados de hemoglobina A1c (HbA1c)

glicosilada. Los individuos con AGA se caracterizan por niveles de glucosa

(8]
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plasmatica en ayunas que son mas altos de lo normal, pero no cumplen los
criterios para el diagnostico de diabetes (FID, 2021; ADA, 2022). La IGT se
caracteriza por la resistencia a la insulina en el musculo y la alteracion de la
secrecion tardia (segunda fase) de insulina después de una comida, mientras que
los individuos con AGA manifiestan resistencia a la insulina hepatica y alteracion
de la secrecion temprana (primera fase) de insulina. Los individuos con
prediabetes tienen niveles de HbA1c entre 5.7 y 6.4%; representan un grupo
heterogéneo con respecto a la fisiopatologia y son clinicamente muy diversos. Las
tasas de conversion anual de la prediabetes a la DM2 oscilan entre el 3% y el 11%
por afio (FID, 2021, ADA, 2022). La DT2 con frecuencia pasa desapercibida
durante muchos afios debido a que la hiperglucemia se desarrolla paulatinamente
y en etapas tempranas, no suele ser lo suficientemente grave como para que el
paciente perciba los sintomas clasicos de diabetes causados por la
hiperglucemia, como la deshidratacién o la pérdida de peso involuntaria. Sin
embargo, incluso los pacientes no diagnosticados tienen un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones hepaticas, macrovasculares y microvasculares
(Colberg et al., 2016; ADA, 2022).

Factores de riesgo

A nivel mundial, la prevalencia e incidencia de la DT2 puede variar ampliamente
segun la regién geografica o subgrupos raciales/étnicos (FID, 2021; Stumvoll et
al., 2005). Los hispanos/latinos, nativos americanos, afroamericanos, japoneses,
asiaticos-americanos presentan mayor riesgo de padecer diabetes. El riesgo de
desarrollar DT2 aumenta con la edad, la obesidad y la falta de actividad fisica.

También ocurre mas frecuentemente en mujeres que han presentado diabetes
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mellitus gestacional (DG) o sindrome de ovario poliquistico, mientras que la
obesidad (indice de masa corporal [IMC] = 30 kg/m2) es el factor de riesgo mas
importante para la DM2 y se asocia con anomalias metabdlicas que resultan en
resistencia a la insulina (RI) (Zheng et al., 2018). Un estilo de vida sedentario es
otro factor de riesgo para la DM2. La actividad fisica tiene beneficios principales
en el retraso de la aparicion de la DM2 (Colberg et al., 2016; Zheng et al., 2018).
En primer lugar, la contraccion de las células musculares esqueléticas induce un
aumento del flujo sanguineo al musculo, mejorando la captacion de glucosa del
plasma y la actividad fisica reduce la conocida grasa abdominal, que es un factor

de riesgo conocido que promueve la Rl (Galicia-Garcia et al., 2020).

Adicional a esto, la predisposicion genética juega un papel importante en el riesgo
de desarrollar DT2. Los datos obtenidos de los estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) para la DT2, sugieren que una fraccion considerable de las
sefales de asociacion se deben a la desregulacion del desarrollo y la secrecion
de insulina por las células B, en lugar de afectar los tejidos que responden a la
insulina como la grasa, el musculo y el higado (DeFronzo et al., 2015; Shojima &
Yamauchi, 2023). Hasta la fecha, los principales genes candidatos asociados con
la DM2 que tienen un impacto negativo en la funcion de las células B incluyen
ABO, IGF2BP2, MTNR1B, TCF7L2, HNF1A, HNF1B, ADCY5, SLC30A8, CCND2
y PAM. Las variantes en WFS1 también se asocian con un mayor riesgo de DT2
mediante la modulacidn de la secrecion de insulina (Shojima & Yamauchi, 2023).
La comparacién de mapas de elementos reguladores no codificantes en los islotes
con las sefiales GWAS de la DT2 ha implicado la funcién no codificante especifica
de los islotes con la susceptibilidad genética a la DT2 (Shojima & Yamauchi,

2023). Estos estudios demuestran el papel central de los islotes en la DT2 y
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sugieren que la interrupcidn de los elementos reguladores especificos de los
islotes por variantes comunes es un mecanismo patogénico importante. Por
ejemplo, rs58692659 (locus ZFAND3, rs1635852 (locus JAZF1), rs11257655
(locus CDC123) (126), rs11603334 y rs1552224 (locus ARAP1), rs231362 (locus
KCNQ1), rs7732130 (locus ZBED3/PDES8B) y rs7903146 (locus TCF7L2) son
ejemplos de variantes asociadas con la DT2 que alteran las funciones reguladoras
de los islotes (DeFronzo et al., 2015; Shojima & Yamauchi, 2023). La epigenética,
que abarca modificaciones del ADN que no alteran la secuencia de bases, ha
emergido como un factor crucial en la patogénesis de la DT2 (Mannar et al., 2023;
Sandholm et al., 2023). La metilacion del ADN y los microARN (miARN) alteran la
expresion génica, impactando negativamente en la produccion y accion de la
insulina. La metilacién excesiva de genes como PPARGC1A, INS, PDX1,
NDUFB6, COX5a, OXPHOS, PGC-1a, PDK4, PPAR-6, PPARG, KCNQ1, TCF7L2
e IRS1 se ha asociado con la DT2 en diferentes tejidos. Diversos miARNS, como
MiR-375, MiR-124a, MiR-29a, MiR-29b y MiR-184, también participan en la
patogénesis de la enfermedad al regular la funcion y supervivencia de las células
B (Mannar et al., 2023).

Fisiopatologia

La fisiopatologia de la DT2 se caracteriza por un desequilibrio entre la accion de
la insulina y la secrecion de la insulina lo que resulta en niveles anormalmente
elevados de glucosa sanguinea (Petersen & Shulman, 2018). La disfuncionalidad
de las células B afecta la produccién de la insulina, limitando la capacidad para
mantener los niveles de glucosa dentro de los parametros fisiologicos. Por otro

lado, la resistencia a la insulina contribuye al aumento de la produccion de glucosa

[11]



Donovan J. Peifia Montes

en el higado y a la disminucion de la captacion de glucosa tanto en el tejido
adiposo y en el musculo. Aunque ambos procesos se manifiestan tempranamente
en la patogénesis y contribuyen al desarrollo de la enfermedad, la disfuncionalidad
de las células B suele ser mas severa que la resistencia a la insulina. No obstante,
cuando ambas condiciones estan presentes la hiperglucemia se agrava

acelerando la progresion de la DT2 (DeFronzo et al., 2015).

Células B pancreaticas

La insulina es una hormona peptidica producida y secretada unicamente por las
células B pancreaticas en respuesta a niveles elevados de glucosa en sangre en
el organismo (Wondmkun, 2020). La insulina actua en 6rganos como el higado,
el musculo esquelético y el tejido adiposo para promover el almacenamiento de
glucosa en forma de glucogeno y/o lipidos, lo que reduce los niveles de glucosa
en sangre (Wondmkun, 2020). Ademas, la insulina atraviesa la barrera
hematoencefalica regulando funciones clave en el sistema nervioso central como
la ingesta de alimentos, el metabolismo periférico, la memoria y la cognicion (Van
Niekerk et al., 2020).

Las células B son las unicas responsables de la produccion de insulina, la cual
es sintetizada como preproinsulina. En el proceso de maduracién, la
preproinsulina sufre una serie de modificaciones conformacionales realizadas en
el reticulo endoplasmatico (RE) para producir proinsulina. Posteriormente, la
proinsulina es translocada desde el RE al aparato de Golgi. Ingresa a las vesiculas
secretoras inmaduras y es escindida en péptido C e insulina y una vez madura, la
insulina se almacena en granulos hasta su liberacion (Wondmkun, 2020). La

liberacion de insulina es principalmente desencadenada por una respuesta a
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concentraciones elevadas de glucosa, no siendo excluyentes otros estimulos que
resultan en su liberacion, como aminoacidos, acidos grasos y las hormonas
(Huang et al., 2020). Cuando los niveles circulantes de glucosa aumentan, las
células B absorben la glucosa principalmente a través del transportador de
glucosa 2 (GLUT2), que es una proteina transportadora de solutos que también
funciona como sensor de glucosa para las células 3. Una vez que la glucosa es
internalizada, se fosforila en glucosa-6-fosfato (G6P) por la enzima glucocinasa;
la G6P genera piruvato a través de la glucdlisis y continua su oxidacion en la
mitocondria para producir trifosfato de adenosina (ATP) a través del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) aumentando la relacién ATP/ADP intracelular, lo que
induce el cierre de los canales de potasio (K*) tipo dependientes de ATP de la
membrana plasmatica. Esto conduce a la despolarizacion de la membrana y a la
apertura de los canales de calcio (Ca?*) tipo L dependientes de voltaje, lo que
permite que el Ca2* ingrese a la célula. El aumento en la concentracion intracelular
de Ca?* es un factor clave en la exocitosis, movilizando los granulos secretores
que contienen insulina hacia la membrana plasmatica. Estos granulos son
transportados a lo largo de elementos del citoesqueleto, incluidos microtubulos y
flamentos de actina, antes de acoplarse a la membrana plasmatica fig. 1
(Campbell & Newgard, 2021). Este proceso estd mediado por las proteinas
SNARE (receptores solubles de factor de sensibilidad a N-etilmaleimida), las
cuales facilitan la fusion de la membrana vesicular con la membrana plasmatica
(Jahn & Scheller, 2006). La interaccidn entre las proteinas SNARE presentes en
los granulos de insulina, como la sinaptobrevina, y aquellas presentes en la
membrana plasmatica, como sintaxina y SNAP-25, forma un complejo que acerca

ambas membranas, preparandolas para la fusién (Barg, 2003). Ademas, los iones
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de calcio se unen a la sinaptotagmina, una proteina sensible a Ca** en la vesicula,
lo que desencadena el paso final de la fusion (Sudhof & Rothman, 2009). A
medida que la membrana vesicular se fusiona con la membrana plasmatica, la
insulina es liberada al espacio extracelular a través de la formacion de un poro de
fusion. Una vez liberada, la insulina difunde hacia los capilares cercanos y se
distribuye a los tejidos diana, como el musculo esquelético, el tejido adiposo,
donde promueve la captacion y el metabolismo de la glucosa (Barg, 2003;
Campbell & Newgard, 2021). La secrecion de insulina presenta dos fases: una
liberacion inicial rapida de insulina desde un grupo de vesiculas previamente
acopladas a la membrana, conocido como el pool de liberacién inmediata (RRP,
por sus siglas en inglés), seguida de una liberacion mas lenta y sostenida desde
un grupo de reserva de granulos, los cuales deben movilizarse antes de acoplarse
a la membrana (Henquin, 2009). Este patron bifasico de secrecion es esencial
para mantener la homeostasis de la glucosa a lo largo del tiempo (Campbell &
Newgard, 2021).
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Figura 1. Secrecidn de insulina en respuesta a la glucosa en las células [ pancreéticas. Tras la absorcion de
glucosa a través de los transportadores de glucosa 2 (GLUT2) ubicados en la membrana plasmatica. Una vez
que la glucosa es internalizada, se fosforila a glucosa-6-fosfato (G6P) por accién de la glucocinasa. La G6P
genera piruvato por la glucoélisis. El piruvato ingresa a la mitocondria y produce ATP a través del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) aumentando la relacién ATP/ADP. Este aumento cierra el canal de potasio
dependiente de ATP, lo que resulta en la despolarizacion de la membrana plasmatica, bloqueando la salida
de potasio de las células B. Esto provoca un ingreso de Ca?* en la célula, lo que desencadena la exocitosis de

los granulos de insulina y es liberada de los granulos y secretada al torrente sanguineo.

Disfuncionalidad de las células B pancreaticas

Las células B regulan la secrecién de insulina en respuesta a la concentracion
plasmatica de glucosa para mantener la concentracion en un rango fisiologico. Sin
embargo, en pacientes diabéticos las células B son incapaces de secretar insulina
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para satisfacer la demanda aumentada de insulina en respuesta a la glucosa y
otros secretagogos (Huang et al., 2020). La disfuncionalidad de las células 8 en
la DT2 se debe a una compleja interaccion entre el entorno y diferentes rutas
moleculares. La patogénesis de la DT2 generalmente comienza con resistencia a
la insulina y hay un aumento en la secrecion de insulina por parte de las células
beta para compensar esta resistencia, manteniendo asi los niveles normales de
glucosa en sangre (Lee et al., 2022). Sin embargo, la funcion y masa de las células
B disminuyen continuamente, exacerbando asi la secrecion inadecuada de
insulina. Esto eventualmente conduce a la falla de las células beta para
compensar la resistencia a la insulina, lo que resulta en diabetes manifiesta.
Adicional a esto, un estado nutricional excesivo, como el encontrado en la
obesidad, la hiperglucemia e hiperlipidemia suelen estar presentes, favoreciendo
la resistencia a la insulina y la inflamacion crénica. En estas circunstancias las
células B debido a diferencias en su susceptibilidad genética, estan sujetas a
diferentes situaciones de estrés como la inflamacion, el estrés en el RE, el estrés

metabdlico/oxidante y estrés amiloide (Huang et al., 2020; Lee et al., 2022).

La lipotoxicidad debido a un exceso de &cidos grasos libres (AGL) y glucotoxicidad
inducida por la hiperglucemia llevan a la disfuncion en estas células al inducir
estrés en el reticulo endoplasmico a través de la activacion proapoptdtica de la
via de respuesta a proteinas desplegadas (UPR) como se ha observado también
en la obesidad. El estrés derivado de la lipotoxicidad puede activar la via UPR
mediante varios mecanismos, incluida la inhibicion de la ATPasa de Ca? del
sarco/reticulo endoplasmatico (SERCA), responsable de la movilizaciéon de Ca?*
del RE, ademas de la activacidn de los receptores IP3 e incluso de un deterioro

directo de la homeostasis del RE (Zarain-Herzberg et al., 2014). Adicionalmente,
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la hiperglucemia sostenida aumenta la produccion de ERO a través de la
oxidacion de proteinas. Estos efectos alteran la movilizacion de Caz* del RE y
favorecen sefiales proapoptoticas, degradacion del ARNm de la proinsulina e
inducen la liberacién de interleucina (IL)-18 que recluta a los macrofagos y
aumenta la inflamacidn local del islote. Ya que la secrecion de insulina debe estar
finamente regulada para satisfacer de manera precisa la demanda metabdlica, la
integridad del islote debe ser conservada para permitir que las células f
respondan a las necesidades metabdlicas. Bajo condiciones patogénicas, el
mecanismo descrito anteriormente puede llevar en ultima instancia a la alteracion
de la integridad/organizacion del islote, afectando la comunicacion 6ptima de
célula a célula dentro de los islotes pancreaticos, contribuyendo a la regulacion
deficiente de la liberacidn de insulina y glucagén y en dultima instancia,
exacerbando la hiperglucemia. Los defectos en la sintesis de cualquier precursor
de insulina, o la propia insulina, asi como la alteracion del mecanismo de
secrecion, pueden conducir a la disfuncion secretora de insulina, el principal
impulsor del fallo de las células B y una base de la DT2 (Donath et al., 2004; Lee
et al., 2022).

Otros mecanismos moleculares fuertemente asociados con la disfuncionalidad de
las células B son la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo y la desregulacion
de la autofagia. En las células [3, las mitocondrias desempefian un papel clave en
el metabolismo de la glucosa y la secrecion de la insulina. Las mitocondrias son
ademas las principales generadoras de ERO intracelulares y los defectos en la
funcion mitocondrial generan deficiencias bioenergéticas, lo que eventualmente
lleva a la muerte celular, trastornos metabdlicos y diabetes. Bajo condiciones de

hiperglucemia croénica, la densidad mitocondrial disminuye y la morfologia
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mitocondrial cambia, lo que permite la liberacién de mediadores apoptoticos. Las
ERO son moléculas sefalizadoras esenciales para regular funciones celulares
fisioldgicas, pero la sobreproduccion de ERO en condiciones patologicas provoca
estrés, dafios oxidantes y muerte celular. EI cambio en el equilibrio entre
antioxidantes y la produccion de ERO, como el superdxido y el peroxido de
hidrégeno (H20-), provoca estrés oxidativo que conduce a una falla en las células
beta funcionales y por lo tanto, a la muerte celular (Eguchi et al., 2021). La
autofagia es un mecanismo celular fisioldgicamente regulado que equilibra la
sintesis, degradacion y reciclaje de componentes celulares. Permite la
degradacion y el reciclaje ordenados bajo condiciones de inanicion, manteniendo
organulos celulares clave como las mitocondrias o el RE responsables de la
supervivencia o la funcion celular en las células B y la disfuncién o muerte de las
células B. En los pacientes con DT2, la autofagia esta desregulada, se incrementa
el numero de vacuolas autofagicas y autofagosomas, mientras que la expresion
de la proteina de membrana asociada a lisosomas 2 (LAMP2) y la catepsina
disminuyen. La exposicion a concentraciones altas de glucosa y palmitato
aumenta los niveles de la proteina ligera de cadena 3 asociada a microtubulos
(LC3) Il en relacion con los de LC3 | y suprime varios genes involucrados en la
autofagia y la funcion lisosomal. La incidencia de la autofagia se evalua
frecuentemente midiendo la tasa de conversion de la forma citosolica (LC3 I) a su
forma lipidica, LC3 I, que es un paso necesario para la formacion de

autofagosomas (Yao et al., 2021).
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Senalizacion de la insulina

El receptor de insulina es un heterotetramero conformado por 2 subunidades a 'y
2 subunidades [3 unidas por enlaces disulfuro perteneciente a la super familia de
receptores tirosina cinasa (RTK). La insulina interacciona extracelularmente con
el receptor de insulina uniéndose a la subunidad a del receptor y activando la
tirosina cinasa en la subunidad B. Una vez que la tirosina cinasa del receptor de
insulina esta activada, promueve la autofosforilacion de la subunidad 8, dando
lugar a la fosforilacion de tres residuos de tirosina (Tyr-115, Tyr-1162 y Tyr 1163)
y a una amplificacién de la actividad cinasa. Los residuos fosforilados son
reconocidos posteriormente por varias proteinas adaptadoras, incluyendo
miembros de la familia de sustratos del receptor de insulina (IRS), en la que IRS-
1y IRS-2 son los intermediarios principales, asi como a la proteina adaptadora
Shc (proteina con dominio de homologia 2 a Src). El IRS funciona como una
molécula adaptadora que facilita la formacion de complejos moleculares y
desencadena cascadas de sefalizacion intracelular. Una vez iniciado el
encendido de las cascadas de sefializacion dos vias principales de transduccion
son activadas por accion de la insulina: Dos vias principales resultan de la
interaccion entre el receptor de insulina y el IRS: la via PI3K/AKT (también
conocida como proteina cinasa B 0 PKB) y la via Ras/IMAPK (también conocida
como cinasa regulada por sefiales extracelulares o ERK). La via PI3K
(fosfoinositol 3-cinasas) se vincula exclusivamente a través del IRS y es
responsable de la mayoria de los efectos metabdlicos de la insulina en la célula.
Por otro lado, la via MAPK se deriva tanto del IRS como de Shcy estéa involucrada

en la regulacion de la expresion génica y en cooperacion con la via PI3K, también
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regula el crecimiento y la diferenciacion celular. La sefial de insulina se termina a

través de varios mecanismos para asegurar una regulacion temporal apropiada:

a) Internalizacion del Receptor: EI complejo insulina-receptor se internaliza, lo que
conduce a la degradacién de la insulina y al reciclaje o degradacion del receptor
(Di Guglielmo et al., 1998).

b) Proteinas Tirosina Fosfatasas: Enzimas como la PTP1B desfosforilan el
receptor de insulina y a las proteinas IRS, atenuando la sefial (Goldstein et al.,
2000).

c) Fosfatasas de Lipidos: PTEN y SHIP2 desfosforilan PIP3, reduciendo la
activacion de Akt (Dumont, 2002).

d) Bucles de Retroalimentacion Negativa: La cinasa S6 activada, es un efector
posterior de mTORC1, que puede fosforilar las proteinas IRS en residuos de
serina, reduciendo su capacidad para transducir la sefial de insulina (Um et al.,
2006).

Resistencia a la insulina

Otra de las aristas importantes en la patogénesis de la DT2 es la resistencia a la
insulina. La resistencia a la insulina (RI) se refiere a una disminucion en la respuesta
metabdlica de las células sensibles a la insulina o, a nivel sistémico, una respuesta
disminuida o alterada a la insulina circulante (Petersen y Shulman, 2018). La obesidad
y el sedentarismo junto con una predisposicion genética ejercen presion sobre las
células beta, lo que resulta en un fallo de la funcién de estas células y en una

disminucion progresiva en la secrecion de insulina (Lee et al., 2022). En estados de

resistencia a la insulina, varios componentes de esta via estan desregulados:
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a) Proteinas Sustrato del Receptor de Insulina (IRS): Las proteinas IRS,
particularmente IRS-1 e IRS-2, son mediadores criticos de la sefializacién de la
insulina. En la resistencia a la insulina, estas proteinas suelen estar fosforiladas
en residuos de serina en lugar de tirosina, lo que conduce a una activacion
reducida y una degradacion incrementada (Copps & White, 2012). Este deterioro
puede ser inducido por diversos factores, incluidos citocinas inflamatorias, acidos

grasos libres y estrés celular.

b) Via PI3K/Akt: La via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)/Akt es crucial para
los efectos metabolicos de la insulina. En estados de resistencia a la insulina, la
activacion de esta via esta reducida, lo que lleva a una disminucion en la captacion
de glucosa, una sintesis de glucdgeno deteriorada y un aumento de la

gluconeogénesis (Haeusler et al., 2018).

c) Translocacion de GLUT4: La insulina estimula la captacion de glucosa en el
musculo y el tejido adiposo principalmente promoviendo la translocacion de los
transportadores de glucosa GLUT4 a la superficie celular. En la resistencia a la
insulina, este proceso esta deteriorado, lo que reduce la captacion de glucosa
(Jaldin-Fincati et al., 2017).

Inflamacion e infiltracion de células inmunitarias

La inflamacion crénica de bajo grado es una caracteristica distintiva de la

resistencia a la insulina y la DT2. Este estado inflamatorio se caracteriza por:

a) Inflamacion del Tejido Adiposo: En la obesidad, la expansion del tejido adiposo
conduce a hipoxia, muerte celular y reclutamiento de células inmunitarias

proinflamatorias, particularmente macréfagos. Estas células producen citocinas
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como TNF-q, IL-6 e IL-1B, que pueden interferir directamente con la sefializacion
de la insulina (Reilly & Saltiel, 2017).

b) Inflamacion Hepatica: Similar al tejido adiposo, el higado en estados de
resistencia a la insulina muestra un aumento en la inflamacion y la infiltracion de
células inmunitarias. Esto contribuye a la resistencia a la insulina hepatica y al

aumento de la produccion de glucosa (Perry et al., 2015).

c) Efectos Sistémicos: Las citocinas proinflamatorias pueden actuar de manera
sistémica, afectando la sensibilidad a la insulina en tejidos distantes y
contribuyendo a un estado de inflamacion cronica de bajo grado (Hotamisligil,
2017).

Lipotoxicidad y acumulaciéon de grasa ectépica

La acumulacidn excesiva de lipidos, particularmente en tejidos no adiposos, juega

un papel significativo en la resistencia a la insulina:

a) Lipidos Intramiocelulares: La acumulacion de lipidos dentro de las fibras
musculares esqueléticas, particularmente diacilgliceroles (DAG) y ceramidas,
puede interferir con la sefializacion de la insulina. Estos intermediarios lipidicos
pueden activar isoformas de la proteina cinasa C (PKC), lo que conduce a la
fosforilacidén de serina de las proteinas IRS y a una sensibilidad reducida a la

insulina (Samuel & Shulman, 2016).

b) Esteatosis Hepatica: La acumulacion excesiva de lipidos en el higado
contribuye a la resistencia a la insulina hepatica. Esto puede llevar a un aumento
en la produccidn de glucosa hepatica y a la dislipidemia (Petersen & Shulman,
2018).
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c) Acidos Grasos Libres (AGLs): Los niveles elevados de AGLs circulantes, a
menudo observados en la obesidad y la DM2, pueden afectar directamente la
sefializacion de la insulina en multiples tejidos y contribuir a la lipotoxicidad
(Chavez & Summers, 2010).

Estrés del reticulo endoplasmico

El estrés del reticulo endoplasmico y la respuesta de proteinas desplegadas
(UPR, por sus siglas en inglés) resultante, son cada vez mas reconocidos como

importantes contribuyentes a la resistencia a la insulina:

a) Activacion de Cinasas de Estrés: el estrés del ER activa cinasas de estrés como
JNK e IKK, que pueden fosforilar las proteinas IRS en residuos de serina,

deteriorando la sefializacion de la insulina (Flamment et al., 2012).

b) Alteracion de la Sintesis de Proteinas: el estrés cronico del ER puede llevar a
una reduccion en la sintesis de proteinas clave involucradas en la sefializacion de
la insulina, contribuyendo aun mas a la resistencia a la insulina (Salvadoé et al.,
2015).

Estrés oxidativo

El aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o la

disminucion en la capacidad antioxidante contribuyen a la resistencia a la insulina:

a) Disfuncion mitocondrial: la funcién mitocondrial deteriorada puede llevar a un
aumento en la produccién de ERO, lo que puede dafiar componentes celulares e

interferir con la sefalizacidn de la insulina (Montgomery & Turner, 2015).
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b) Activacion de vias sensibles al estrés: las ERO pueden activar vias de
sefializacion sensibles al estrés, incluidas JNK'y NF-kB, que pueden deteriorar la
sefalizacion de la insulina (Newsholme et al., 2016).

Desregulacion de adipocinas

El tejido adiposo es un érgano endocrino activo que produce diversas adipocinas,

las cuales pueden influir en la sensibilidad a la insulina:

a) Resistencia a la leptina: a pesar de los niveles elevados de leptina en la
obesidad, se desarrolla resistencia a la leptina, lo que conduce a un deterioro en
la homeostasis energética y contribuye a la resistencia a la insulina (Friedman,
2016).

b) Reduccidn de la adiponectina: la adiponectina, una adipocina sensibilizadora
de la insulina, tipicamente se reduce en la obesidad y la DM2, contribuyendo a la

resistencia a la insulina (Esmaili et al., 2020).

Hiperinsulinemia y resistencia a la insulina

La hiperinsulinemia crénica, inicialmente un mecanismo compensatorio, puede
contribuir por si misma a la resistencia a la insulina:

a) Regulacion a la baja de los receptores de insulina: la exposicion prolongada a
niveles altos de insulina puede llevar a una regulacion a la baja de los receptores

de insulina, contribuyendo a la resistencia a la insulina (Shanik et al., 2008).

b) Alteracion en la sensibilidad de los tejidos: la hiperinsulinemia crénica puede
llevar a cambios diferenciales en la sensibilidad a la insulina entre los tejidos, lo

que potencialmente exacerba la disfuncion metabdlica (Templeman et al., 2017).
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Factores genéticos y epigenéticos

La predisposicidn genética y las modificaciones epigenéticas juegan un papel en

la resistencia a la insulina:

a) Variantes genéticas: se han asociado numerosas variantes genéticas con un
mayor riesgo de resistencia a la insulina y DM2, afectando varios aspectos del

metabolismo de la glucosa y los lipidos (Barroso & McCarthy, 2019).

b) Modificaciones epigenéticas: los factores ambientales pueden inducir cambios
epigenéticos que afectan la expresion génica relacionada con la sefalizacion de
la insulina y el metabolismo, contribuyendo potencialmente a la resistencia a la
insulina (Ling & Ronn, 2019).

Senescencia celular y envejecimiento

La senescencia celular y los cambios relacionados con el envejecimiento

contribuyen a la resistencia a la insulina:

a) Acumulacion de células senescentes: las células senescentes se acumulan en
varios tejidos con la edad y en la obesidad, secretando factores proinflamatorios
(fenotipo secretor asociado a la senescencia, SASP) que pueden contribuir a la

resistencia a la insulina (Palmer et al., 2019).

b) Disfuncion mitocondrial relacionada con la edad: el envejecimiento esta
asociado con una disminucién en la funcion mitocondrial, lo que puede contribuir
a la resistencia a la insulina mediante un aumento en la produccion de ERO y una

alteracion en el metabolismo energético (Bratic & Larsson, 2013).
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Complicaciones crdnicas de la diabetes

Las complicaciones microvasculares diabéticas estan estrechamente
relacionadas con la duracion e intensidad de la hiperglucemia (Forbes & Cooper,
2013). La hiperglucemia promueve el desarrollo de complicaciones
microvasculares a través de la activacion de diversas rutas metabolicas, que
incluyen el aumento del flujo de la ruta de los polioles, incremento en la formacion
de productos finales de glicacion avanzada (AGE), asi como el aumento de los
receptores de estos Ultimos, el aumento del flujo de la hexosamina y un
incremento de las ERO intracelulares y activacion de las isoformas de PKC
(Forbes & Cooper, 2013; Cole y Florez, 2020). Los factores genéticos juegan un
papel importante en la susceptibilidad a las complicaciones microvasculares. La
DT2 también afecta la macrovasculatura, adicionalmente por la incidencia de
infarto al miocardio, la enfermedad vascular periférica y el accidente
cerebrovascular aumentan notablemente (Cole & Florez, 2020). Las ERO
deterioran la angiogénesis, activan rutas proinflamatorias y cambios epigenéticos
que resultan en la expresion de genes proinflamatorios (Demir et al., 2021). Estos
mismos mecanismos bioquimicos y moleculares que contribuyen a las
complicaciones microvasculares también contribuyen a las complicaciones

macrovasculares y guardan una relacion bidireccional en el deterioro de la salud.

Enfermedad renal diabética

La enfermedad renal diabética (ERD) también conocida como nefropatia diabética
(ND) es la principal complicacion microvascular reportada en pacientes con

diabetes mellitus y representa la principal causa de enfermedad renal crénica y
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terminal en todo el mundo de acuerdo al Informe del Atlas sobre la Diabetes y la
Enfermedad Renal de la FID (2023).

Los mecanismos patogénicos de la enfermedad renal diabética, tratan de una
enfermedad compleja y heterogénea con multiples factores patogénicos que se
superponen (Forbes & Thorburn, 2018). Pueden clasificarse ampliamente en
factores metabdlicos, hemodinamicos, de crecimiento y factores proinflamatorios
o profibroticos, mecanismos epigenéticos y anomalias de histonas y cromosomas
que ademas convergen en la generacion de estrés oxidativo (Forbes & Thorburn,
2018; Agarwal, 2021; Sakashita et al., 2021). Estos factores patogénicos
producen lesiones en diferentes compartimientos renales: glomérulos, tubulos,
intersticio y vasculatura. Una miriada de moléculas, receptores, enzimas y
factores de transcripcidn participan en el proceso que conduce desde las primeras
etapas de la enfermedad renal hasta el agrandamiento de los rifiones por la
hipertrofia, matriz extracelular expandida, glomeruloesclerosis, hialinosis
vascular, fibrosis intersticial y atrofia tubular y la perdida de la funcionalidad renal

que culmina en enfermedad renal terminal (Cao y Cooper, 2011).

Cambios metabdlicos

Los cambios tempranos en la ERD son desencadenados por los factores
metabdlicos, siendo la hiperglucemia el principal factor desencadenante
provocando dafios estructurales y funcionales en el rifion o también pueden ser
inducidos por los productos del metabolismo energético, incluido el de la glucosa
(Forbes & Thorburn, 2018) (fig. 2).
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Figura 4. Esquema de la patogénesis de la enfermedad renal diabética. Modificado de Cao y Cooper, 2011

Productos avanzados de glicacion

Durante eventos hipoglucémicos, la glucosa per se a través de mecanismos no
enzimaticos da lugar a la produccién de productos finales de glicacion avanzada
(AGE). Tanto las proteinas y los lipidos intracelulares como extracelulares se
modifican negativamente en AGE alterando su funcionalidad cuando sus grupos
constituyentes interactian con precursores de AGE (glucidos reductores) como el

glicoxal, metilglicoxal y deoxiglucosona, los &cidos nucleicos y los glucidos y otros
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componentes de la matriz extracelular pueden ser modificados en AGE (Thomas
et al., 2005). Una vez formados los AGE pueden unirse con diferentes receptores
de AGE (RAGE) o interaccionar anormalmente con los componentes celulares
(Vlassara & Palace, 2002; Coughlan et al., 2008). La glicacion de las moléculas
provoca lesiones por dos mecanismos principales: mediado por receptores y no
mediada por receptores. La activacion de estos receptores en las células
desencadena la activacion de rutas de sefializacion como por ejemplo NFkB,
PI3K/Akt y MAPK/ERK vy la generacién de ERO por accion de las NADPH
oxidasas provocando la proliferacion e hipertrofia celular, inflamacién,
angiogénesis, disfuncion endotelial y la produccion de matriz celular (Viassara,
2014; Khalid et al., 2022).

Desde un punto de vista central del metabolismo en el desarrollo de la ERD, el
factor mas importante en la generacion excesiva de ERO por la hiperglucemia es
el metabolismo de la glucosa por los diferentes tipos celulares. Para salvaguardar
la homedstasis celular es fundamental que las células sean capaces de disminuir
el transporte excesivo de glucosa a través de la membrana plasmatica hacia el
citosol (Forbes et al., 2008, Flemming et al., 2018). Sin embargo, ciertas
poblaciones celulares, incluidas las células endoteliales, las células mesangiales
en los glomérulos renales y de Schawnn en los nervios periféricos, no son
capaces de disminuir adecuadamente las tasas de transporte de glucosa para
evitar cambios excesivos en las concentraciones intracelulares de glucosa e
incluso se ha identificado un aumento en la captacién de la glucosa en muchas
poblaciones celulares del rifion diabético, incluidas las células epiteliales
glomerulares, las células mesangiales y las células epiteliales tubulares

proximales y por lo tanto, estas poblaciones celulares especificas puedes ser
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particularmente susceptibles al medio diabético (Flemming et al., 2018; Fan et al.,
2024).

Ruta de los polioles

El incremento de glucosa en el medio diabético, consecuentemente incrementa el
flujo de la glucosa hacia esta ruta. En esta ruta la enzima aldosa reductasa
convierte la glucosa en sorbitol, el cual es oxidado por accion de la sorbitol
deshidrogenasa a fructosa. Esta ruta metabolica es dependiente de NADPH y
NAD+ como cofactores enzimaticos. Una excesiva tasa de conversion de glucosa
por esta ruta agota los niveles de NADPH, cofactor necesario para la regeneracion
del antioxidante mas abundante en el organismo el glutation por la enzima
glutation reductasa. Adicionalmente, el sorbitol generado por esta ruta es
altamente hidrofilico y su acumulacion intracelular, al igual que la fructosa resulta
en estrés y dafo osmético en las células. En los rifiones dicha acumulacién afecta
la osmolaridad renal y causar lesiones glomerulares, tubulares 'y

tubulointersticiales (Yan, 2018).

Diacilglicerol y PKC

La proteina cinasa C (PKC) es una familia clave de enzimas involucradas en vias
de sefializacion intracelulares criticas lo que influye en una variedad de eventos
celulares como la proliferacion celular y la regulacion de la expresion génica y en
el riidn son importantes para la funcién vascular, en el estado fisiologico, las
isoformas de PKC, incluyendo a, B (I y ll) y y, contienen motivos de unién a
diacilglicerol (DAG) y fosfolipidos dependientes de calcio, por lo que requieren

tanto DAG como calcio para que ocurra la activacién (Jubaidi et al., 2022). En la
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diabetes, la produccion de DAG se incrementa debido a un aumento en la
glucdlisis y un nivel elevado de gliceraldehido-3-fosfato y glicerol-3-fosfato
intracelulares. PKC también puede ser activado por ERO y AGE. En la diabetes
el aumento de la actividad de la PKC puede potenciar la sintesis de angiotensina
Il y prostaglandinas vasodilatadoras, lo que conduce a un aumento de la tasa de
filtracion glomerular (TFG) y la presion de filtracion, predisponiendo a los
individuos al desarrollo de la enfermedad renal diabética (ERD). La
sobreexpresion inducida por la PKC de factores de crecimiento fibrosos,
particularmente el factor de crecimiento transformante-B1 (TGF-$1), contribuye a
la acumulacion de la MEC, una caracteristica de la ERD. La activacion de PKC
induce la fosforilacion de las subunidades de la NADPH oxidasa, lo que resulta en
una sobreproduccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el rifion. Este
estrés oxidativo conduce a la disfuncién mitocondrial, dafio del ADN y apoptosis
de las células renales, exacerbando el deterioro de la funcién renal (Pan et al.,
2022.

Ruta de la hexosamina

La mayoria de la glucosa es metabolizada a través de la glucdlisis y unicamente
2-5% de la glucosa ingresa en la ruta de la hexosamina cuando los niveles de
glucosa son normales (Buse, 2006). Sin embargo, en condiciones de
hiperglucemia esta ruta se activa significativamente en detrimento de la salud. La
activacion de la via de la hexosamina permite el ingreso de glucosa a la célula,
donde se metaboliza por glucolisis, convirtiendo fructosa-6-fosfato en
glucosamina-6-fosfato (GlucN-6-P) a través de la enzima glutaminasa: fructosa-

6-fosfato amidotransferasa (GFAT). Este paso representa la etapa limitante de la
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velocidad en la ruta. La GlucN-6-P se procesa posteriormente hasta convertirse
en uridina-5'-difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-GlucNAc). UDP-GlucNAc es el
precursor de todos los azucares amino involucrados en la produccion de
glicoproteinas, glicolipidos, proteoglicanos y glicosaminoglicanos. Se ha
demostrado que un flujo incrementado de glucosa a través de esta via participa
en la resistencia a la insulina y en la produccion de citocinas, factores de
crecimiento y ERO (Schleicher & Weigert, 2000; Buse, 2006). La hiperactividad
de esta enzima y la via de la hexosamina se han asociado con alteraciones en la
expresion génica y un aumento en la expresion de factores de transcripcion como
TGF-a y TGF-R1, que inhiben la division de las células mesangiales y activan la
proliferacion de la matriz de colageno y el engrosamiento de la membrana basal
(Shi et al., 2018). Todo esto es responsable del papel toxico y prooxidante de la

via de la hexosamina en la diabetes y especialmente la ERD.

Funcionalidad mitocondrial en la enfermedad renal diabética

Los rifiones son 6rganos altamente demandantes de energia y requieren una alta
densidad mitocondrial para el mantenimiento de las funciones renales (Chevalier,
2023). Los rifiones son los segundos 6rganos con mayor contenido mitocondrial
después del corazon y de consumo de oxigeno molecular (Bhargava &
Schnellmann, 2017). El metabolismo basal de los rifiones es elevado debido a la
gran necesidad de mitocondrias para garantizar la energia suficiente para permitir
su funcionamiento. Dentro de las principales funciones de los rifiones es la
eliminacion de los desechos sanguineos, reabsorcion de nutrientes como la
glucosa y iones, regulacion del equilibrio de electrolitos, asi como de liquidos, el

mantenimiento de la homeostasis acido-base y la regulacion de la presion
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sanguinea (Bhargava & Schnellmann, 2017). En los rifiones, las mitocondrias son
mas abundantes en los tubulos proximales y en la rama ascendente gruesa del
asa de Henle, donde sustentan las altas demandas energéticas de los
mecanismos de transporte activo (Emma et al., 2016). La mayoria del oxigeno
molecular consumido por los rifiones es metabolizado a través de la fosforilacion
oxidativa (Bhargava & Schnellmann, 2017). En la mayoria de las células
eucariontas, con algunas excepciones dirigen la mayoria de los sustratos hacia la
mitocondria, donde se genera energia gracias al ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), siendo hasta mas efectivo que otros
procesos como la glucdlisis (Galvan et al., 2021). La OXPHOS se conforma de
dos componentes estrechamente relacionados: la cadena de transporte de
electrones y la quimiosmosis. La cadena de transporte de electrones, implica una
serie de reacciones de oxido-reduccion finamente reguladas. En este proceso el
oxigeno acttia como el aceptor electronico por los complejos proteicos | al [V y la
energia liberada cuando se transfieren los electrones para formar un gradiente
electroquimico (Vercellino & Sazanov 2022). En la quimiésmosis, la energia
almacenada en el gradiente se utiliza para sintetizar ATP por accion de la ATP
sintasa a través de la fuerza protdon-motriz. Estos complejos proteicos se
encuentran unidos a la membrana mitocondrial interna y se encuentran
conectados entre si por acarreadores de electrones como la coenzima Q10 y el
citocromo c. El primer complejo de OXPHOS, el complejo | (NADH: ubiquinona
oxidorreductasa), consta de aproximadamente 45 subunidades, una de las cuales
esta presente en dos copias por complejo. En el complejo |, el NADH proporciona
dos electrones (producidos a partir de los combustibles que ingresaron al ciclo de

Krebs), que se transfieren a la coenzima Q. Las reacciones reductoras
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subsiguientes conducen a la translocacion de cuatro protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembranoso, produciendo un gradiente de
protones. En el complejo Il (succinato: ubiquinona oxidorreductasa o succinato
deshidrogenasa, que comprende cuatro subunidades), electrones adicionales que
provienen del succinato proporcionado por el ciclo de Krebs se entregan a la
coenzima Q. En el complejo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxidorreductasa), se
translocan seis protones hacia el espacio intermembranoso como resultado del
transporte de electrones para reducir el citocromo c. EI complejo IV (citocromo ¢
oxidasa) elimina cuatro electrones de cuatro moléculas de citocromo ¢ reducido,
que luego se transfieren al oxigeno molecular (O2), produciendo dos moléculas
de agua. Al mismo tiempo, se translocan cuatro protones a través de la membrana
hacia el espacio intermembranoso. Finalmente, el ATP se sintetiza a partir de ADP
mas Pi por el complejo V (ATP sintasa F1F0), que utiliza un par de torsion
mecanica similar a la vista en un motor de combustion. Para generar energia para
este proceso, el gradiente de protones generado por los complejos |-V se utiliza
para impulsar los protones de vuelta hacia la matriz mitocondrial desde el espacio
intermembranoso, generando el potencial de membrana. Finalmente, la ATP
sintasa (Complejo V) luego utiliza este gradiente para generar ATP (Bhargava &
Schnellmann, 2017).

Mas alla de la produccidn de energia, las mitocondrias en las células renales estan

involucradas en:

Homeostasis del calcio: las mitocondrias actian como amortiguadores de calcio,
ayudando a regular los niveles intracelulares de calcio, cruciales para diversas

vias de sefializacion (Szabadkai & Duchen, 2008).
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Produccion de especies reactivas de oxigeno: aunque a menudo se considera
negativamente, la produccion controlada de ERO es esencial para la sefializacion

celular y la adaptacion al estrés (Schieber & Chandel, 2014).

Regulacion de la apoptosis: las mitocondrias desempefian un papel central en la
via intrinseca de la apoptosis, o cual es importante para el desarrollo normal del

rifidn y la homeostasis tisular (Tait & Green, 2010).

Flexibilidad metabolica: las mitocondrias renales pueden adaptarse para utilizar
diferentes sustratos en la produccion de energia, lo que permite a las células

renales responder a condiciones metabdlicas cambiantes (Galvan et al., 2017).

Metabolismo del hierro: las mitocondrias son esenciales en el metabolismo del
hierro, ya que participan en la sintesis de grupos hierro-azufre (Fe-S) y hemo,
ambos fundamentales para numerosas enzimas y proteinas involucradas en
procesos celulares clave. El transporte y almacenamiento adecuado de hierro
dentro de las mitocondrias es crucial para prevenir la acumulacion de hierro libre,
que puede catalizar la formacion de especies reactivas de oxigeno, contribuyendo

a la disfuncion mitocondrial y el dafio celular (Paul et al., 2017).

En el contexto de la diabetes, la hiperglucemia crénica y las alteraciones
metabdlicas asociadas crean un entorno particularmente perjudicial para la
funcion mitocondrial. El exceso de glucosa disponible lleva a un aumento del flujo
a través de la cadena de transporte de electrones, lo que resulta en una mayor
produccion de ERO (Brownlee, 2005). Este estrés oxidativo, junto con otros
factores relacionados con la diabetes, como la lipotoxicidad y la inflamacion,
puede deteriorar gravemente la funcion y estructura mitocondrial (Forbes &

Thorburn, 2018). La relacion entre la disfuncién mitocondrial y la nefropatia
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diabética (ERD) es bidireccional y se auto-refuerza. Las alteraciones metabolicas
iniciales provocan dafo mitocondrial, o que a su vez agrava la disfuncion celular
y contribuye a la progresion de la enfermedad renal. Este ciclo vicioso involucra
multiples mecanismos, incluyendo la alteracion de la dinamica mitocondrial, la
biogénesis mitocondrial deficiente y las modificaciones en el ADN mitocondrial
(Higgins & Coughlan, 2014). En la ERD, se ha reportado que las mitocondrias
experimentan alteraciones estructurales significativas, en la dinamica mitocondrial
y en la biogénesis mitocondrial. La diabetes promueve una fisién mitocondrial
excesiva, lo que resulta en redes mitocondriales fragmentadas (Galvan et al.,
2021). La membrana interna mitocondrial muestra una estructura de crestas
desorganizada, lo que afecta la eficiencia de la cadena de transporte de
electrones (Coughlan et al., 2016). Se observa hinchazén mitocondrial en las
células renales expuestas a condiciones de alta glucosa, lo que indica una

integridad de la membrana comprometida (Czajka et al., 2015).

La dinamica mitocondrial, que incluye los procesos de fision y fusién, se ve
alterada en la nefropatia diabética (ERD). La sobreexpresion de proteinas de
fision, como Drp1, conduce a una fragmentacion mitocondrial excesiva (Ayanga
etal., 2016). La regulacion negativa de las proteinas de fusion (Mfn1, Min2, OPA1)
resulta en una reduccion de la interconexion mitocondrial y un control de calidad
deficiente (Kim & Lee, 2021). Los cambios en la funcionalidad mitocondrial afectan
su distribucion dentro de las células, lo que podria impactar la provision local de

energia (Fan et al., 2024).

La biogénesis mitocondrial, el proceso de generacion de nuevas mitocondrias,

esta comprometida en la DKD. El regulador clave de la biogénesis mitocondrial,
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PGC-1a, esta disminuido en la nefropatia diabética (Fontecha-Barriuso et al.,
2020). Se observa una reduccion en el nimero de copias de ADN mitocondrial, lo
que indica una renovacion mitocondrial deficiente (Czajka et al., 2015). La
proteina quinasa activada por AMP (AMPK), un sensor energeético en respuesta a
la disminucion de ATP y el aumento de ADP y ATP y es un regulador importante
de la biogénesis mitocondrial, la disfuncion contribuye a la reduccion del contenido
mitocondrial (Dugan et al., 2013). Estas alteraciones en la estructura, dinamica y
biogénesis mitocondrial contribuyen colectivamente a la disfuncion general de las
mitocondrias en la nefropatia diabética, preparando el terreno para un mayor dafio

celular y la progresion de la ERD.

El estrés oxidativo es un factor clave en la disfuncion mitocondrial en la
enfermedad renal diabética. ElI aumento de la produccion de ERO por la
hiperglucemia genera un aumento del flujo de electrones a través de la cadena
de transporte de electrones, lo que resulta en una mayor produccion de
superoxido, particularmente en los complejos | y IIl (Brownlee, 2005). La diabetes
reduce la actividad de enzimas antioxidantes clave, como la superdxido dismutasa
y la glutation peroxidasa, comprometiendo la capacidad de la célula para
neutralizar los ERO (Forbes et al., 2008). EI ADN mitocondrial (ADNmt) es
particularmente susceptible al dafio oxidativo debido a su proximidad a los sitios
de produccion de ERO y a sus limitados mecanismos de reparacion, lo que lleva

a una mayor disfuncion mitocondrial (Coughlan et al., 2016).

Las alteraciones en el manejo del calcio contribuyen al deterioro mitocondrial. La
diabetes altera la asociacion entre el reticulo endoplasmico y las mitocondrias,

afectando la transferencia y sefializacion del calcio (Arruda & Hotamisligil, 2015).
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La captacion excesiva de calcio por las mitocondrias desencadena la apertura del
poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, lo que lleva al hinchamiento
mitocondrial y potencialmente a la muerte celular (Szabadkai & Duchen, 2008).
Las alteraciones en los niveles de calcio mitocondrial afectan la actividad de las
deshidrogenasas dependientes de calcio en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA),

impactando la produccién de energia (Bhargava & Schnellmann, 2017).

El ADN mitocondrial es particularmente vulnerable en el medio diabético. El
aumento del estrés oxidativo conduce a una mayor tasa de mutaciones en el
ADNmt, afectando la expresion de proteinas codificadas por mitocondrias (Czajka
et al., 2015). La diabetes se asocia con una disminucion en el nimero de copias
de ADNmt posiblemente debido a una biogénesis mitocondrial deteriorada o un
aumento en la degradacion de ADNmt (Sharma et al., 2013). Se han observado
alteraciones en los patrones de metilacion del ADNmt en condiciones de
diferentes estreses metabolicos, lo que podria afectar la expresion de genes
mitocondriales, por ejemplo, alteraciones en los perfiles de metilacién del gen MT-
TF, MT-TF codifica para un ARN de transferencia (ARNt) especifico del
aminodcido fenilalanina se ha visto asociada con epilepsia y nefritis intersticial
(Mishra & Kowluru, 2015; Sharma et al., 2019).

La mitofagia, la degradacion selectiva de mitocondrias dafiadas, esta desregulada
en la DKD. La via PINK1/Parkin, crucial para la iniciaciéon de la mitofagia, esta
deteriorada en la nefropatia diabética, lo que lleva a la acumulacion de
mitocondrias disfuncionales (Xiao et al., 2017). La diabetes afecta la formacion y
maduracion de los autofagosomas, comprometiendo la capacidad de la célula

para eliminar mitocondrias dafiadas (Lenoir et al., 2015). La fision excesiva sin
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una mitofagia adecuada puede llevar a la acumulacion de mitocondrias
fragmentadas y disfuncionales (Zhan et al., 2015). La disfuncién mitocondrial
conduce a déficits energéticos significativos. La fosforilacion oxidativa deteriorada
resulta en niveles disminuidos de ATP, afectando los procesos dependientes de
energia en el rifidn (Bhargava & Schnellmann, 2017) (fig. 3). Otra consecuencia
de la diabetes es la inflexibilidad metabdlica; las mitocondrias disfuncionales son
menos capaces de cambiar entre diferentes fuentes de combustible, lo que
compromete la capacidad del rifidn para adaptarse a condiciones metabdlicas
cambiantes (Galvan et al., 2017). La deplecion energética afecta la actividad de
la Na+/K+-ATPasa, crucial para mantener los gradientes i6nicos celulares y la
funcién tubular (Dugan et al., 2013; Galvan et al., 2021).

El deterioro mitocondrial contribuye a la muerte celular y al envejecimiento
prematuro. La disfuncion mitocondrial desencadena la liberacion de factores pro-
apoptéticos, lo que conduce a un aumento de la muerte celular en el rifion
diabético (Ahmad et al, 2021). El estrés mitocondrial crénico promueve la
senescencia celular, contribuyendo a la progresion de la fibrosis renal (Zhan et
al., 2015). La deplecion energética y el aumento del estrés oxidativo afectan la
progresion del ciclo celular, lo que podria deteriorar la reparacion y regeneracion
tisular (Czajka & Malik, 2016; Forbes & Thorburn, 2018).
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La disfuncion mitocondrial exacerba los procesos inflamatorios y fibroticos. El
dafio mitocondrial y la produccion de ERO activan el inflamosoma NLRP3,
promoviendo la inflamacion en el rifion diabético (Shahzad et al., 2015). La
disfuncién mitocondrial aumenta la sefializacién de TGF-B y la transicion epitelio-
mesenquimal, contribuyendo a la fibrosis renal (Wang et al., 2021). Ademas, la
funcidn mitocondrial deteriorada en las células endoteliales promueve la
inflamacién vascular y contribuye a las complicaciones microvasculares (Garcias-
Garcia et al., 2014). Estos mecanismos y consecuencias de la disfuncion

mitocondrial forman una red compleja e interconectada que impulsa la progresion

de la ERD.
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Estrés oxidativo en la enfermedad renal diabética

El concepto de estrés oxidativo tiene sus raices a mediados del siglo XX, con el
surgimiento de la biologia de los radicales libres. En 1954, Rebeca Gerschman y
col. propusieron que la toxicidad del oxigeno y la toxicidad por radiacion
compartian un mecanismo comun que involucraba a los radicales libres
(Gerschman et al., 1954). Esta idea innovadora sent6 las bases para futuras
investigaciones sobre los efectos bioldgicos de las especies reactivas de oxigeno
(ERO). Poco después, en 1956, Denham Harman introdujo la teoria de los
radicales libres del envejecimiento, postulando que la acumulacion de dafios por
radicales libres a lo largo del tiempo contribuye al proceso de envejecimiento y las
enfermedades relacionadas con la edad (Harman, 19356). Estos trabajos
tempranos despertaron un gran interés en el papel de los radicales libres en los

sistemas bioldgicos y sus posibles implicaciones para la salud y la enfermedad.

El concepto de estrés oxidativo continué evolucionando durante las décadas de
1960 y 1970, con investigadores que descubrieron diversas fuentes de radicales
libres en los sistemas bioldgicos y sus efectos sobre los componentes celulares.
El descubrimiento de la superdxido dismutasa (SOD) por McCord y Fridovich en
1969 fue un hito crucial, proporcionando evidencia de la existencia de radicales
superoxido en sistemas biologicos y demostrando la presencia de defensas
antioxidantes endogenas (McCord & Fridovich, 1995). Este descubrimiento no
solo confirmé la relevancia biol6gica de los radicales libres, sino que también
destaco la importancia de los sistemas antioxidantes en el mantenimiento de la
homeostasis celular. El término "estrés oxidativo" fue introducido formalmente por

Helmut Sies en 1985, definiéndolo como "una alteracion en el equilibrio

[41]



Donovan J. Peflia Montes

prooxidante-antioxidante a favor del primero". Esta definicion encapsuld la nocion
de un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y la
capacidad de los sistemas biologicos para desintoxicar estos intermediarios
reactivos o reparar el dafio resultante. El trabajo de Sies fue fundamental para
establecer el estrés oxidativo como un campo de estudio distintivo y destacar su

potencial relevancia en diversas condiciones patolégicas (Sies et al., 2017).

A medida que la investigacion en el terreno del estrés oxidativo avanzo, se hizo
cada vez mas evidente que la relacion entre las ERO y la funcion celular era mas
compleja de lo que se pensaba inicialmente. El descubrimiento del 6xido nitrico
(NO) como molécula de sefializacion a finales de la década de 1980 por Furchgott,
Ignarro y Murad reveld que algunas especies reactivas desempefian funciones
cruciales en procesos fisiologicos (Moncada & Higgs 2006) Este hallazgo desafio
la vision predominante de las ERO como entidades puramente dafiinas y provoco
una reevaluacion del concepto de estrés oxidativo. A la luz de estos desarrollos,
Sies y col. propusieron una definicion refinada del término "El estrés oxidativo es
un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes que
conduce a una alteracion de la sefializacion y el control redox y/o dafio molecular”.
Esta definicion actualizada reconoci¢ el papel de las ERO en la sefializacion redox

en lugar de la eliminacion completa de las especies oxidativas.

No obstante, el estrés oxidativo tiene una doble naturaleza, por una parte, el
exceso de oxidantes causa dafios a las moléculas esenciales, mientras que
niveles moderados de oxidantes son cruciales para el mantenimiento de los
procesos celulares a través de la sefializacion redox. Estos términos son llamados

distrés oxidativo y eustrés oxidativo, respectivamente (Sies, 2020).
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Euestrés oxidativo: los aspectos beneficiosos de las ERO

El reconocimiento de que las ERO desempefian papeles esenciales en la
sefializacion celular y la homeostasis llevo al concepto de euestrés oxidativo. Este
término se refiere a los niveles fisioldgicos de estrés oxidativo que son necesarios
para las funciones celulares normales y las respuestas adaptativas. Varias areas

clave demuestran la importancia del euestrés oxidativo:

Sefializacion redox: Niveles bajos de ERO, particularmente el perdxido de
hidrégeno, actuan como segundos mensajeros en diversas vias de sefializacion.
Por ejemplo, la produccién de ERO inducida por factores de crecimiento puede
conducir a la oxidacion reversible y la inactivacion de las proteinas tirosina
fosfatasas, mejorando la transduccion de sefales (Rhee, 2006; Schieber &
Chandel, 2014). Esta modulacion de las vias de sefializacion dependiente del
redox es crucial para procesos como la proliferacion celular, la diferenciacion y la

supervivencia.

Funcion inmune: las ERO desempefian un papel vital en la respuesta del sistema
inmunoldgico a los patdgenos. Las células fagociticas, como los neutréfilos y los
macréfagos, generan grandes cantidades de ERO a través del complejo NADPH
oxidasa como parte de la explosion respiratoria, que es esencial para matar a los
microorganismos invasores (Dupré-Crochet et al., 2013; Segal, 2005). Ademas,
las ERO contribuyen a la activacion de los inflamosomas y la regulacion de las

respuestas inflamatorias (Tschopp & Schroder, 2010; Zhou et al., 2011).

Adaptacion al ejercicio: el ejercicio moderado induce un aumento transitorio en la

produccién de ERO, lo que desencadena respuestas adaptativas que conducen
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a una mejor defensa antioxidante y una funcién mitocondrial mejorada. Este
fendmeno, conocido como hormesis inducida por el ejercicio, contribuye a los
beneficios para la salud de la actividad fisica regular (Radak et al., 2005; Merry &
Ristow, 2016).

Precondicionamiento isquémico: breves periodos de isquemia-reperfusion
pueden proteger los tejidos contra insultos isquémicos posteriores mas severos.
Este efecto protector, conocido como precondicionamiento isquémico, esta
mediado en parte por la activacion inducida por ERO de vias de supervivencia y
la regulacion al alza de las defensas antioxidantes (Yellon & Hausenloy, 2005;
Halestrap et al., 2007).

Distrés oxidativo: cuando las ERO se vuelven daiinas

Si bien los niveles bajos a moderados de ERO son esenciales para la funcion
celular, el estrés oxidativo excesivo o prolongado puede conducir al distrés
oxidativo, caracterizado por dafio celular, inflamacién y diversas condiciones
patolégicas. Varios mecanismos contribuyen a los efectos dafinos del distrés

oxidativo:

Peroxidacién lipidica: las ERO pueden iniciar una reaccion en cadena de
peroxidacidn lipidica en las membranas celulares, lo que lleva a la formacion de
aldehidos reactivos como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-
HNE). Estos productos pueden dafiar aun mas las proteinas y el ADN,

amplificando el dafio oxidativo inicial (Niki, 2009).

Oxidacién de proteinas: el exceso de ERO puede causar la oxidacion irreversible

de las cadenas laterales de las proteinas, lo que conduce a la fragmentacion de
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proteinas, el entrecruzamiento y la pérdida de funcién. Esto puede interrumpir los
procesos celulares y contribuir a la acumulacion de proteinas dafiadas asociadas
con el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas (Cadet & Davies,
2017). Las ERO pueden inducir diversas formas de dafio al ADN, incluidas
modificaciones de bases, roturas de cadena y entrecruzamientos ADN-proteina.
Si no se repara adecuadamente, este dafio puede conducir a mutaciones,
inestabilidad gendmica y muerte celular (Cooke et al., 2003; Cadet & Davies,
2017). Adicionalmente, el distrés oxidativo puede dafiar el ADN mitocondrial, las
proteinas y los lipidos, lo que conduce a una funcién mitocondrial deteriorada y
una produccion de energia reducida. Esto puede crear un circulo vicioso de mayor
produccion de ERO y mas dafio mitocondrial (Murphy, 2009; Bratic & Larsson,
2013). El distrés oxidativo persistente puede desencadenar la senescencia celular
0 la apoptosis, contribuyendo a la disfuncién tisular y el envejecimiento (van
Deursen, 2014; Childs et al., 2014).

El distrés oxidativo ha sido implicado en la patogénesis de numerosas
enfermedades, incluyendo enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos, cancer y diabetes (Liochev, 2013; Pizzino et al., 2017). El
reconocimiento del distrés oxidativo como un factor clave en estas condiciones ha
estimulado la investigacion de terapias basadas en antioxidantes y estrategias
para modular el equilibrio redox con fines terapéuticos aunque siendo
controversiales sus resultados en humanos, otros enfoques de la terapia
antioxidante integran la compartimentalizacion y el uso de antioxidantes dirigidos

a los organulo.
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Sistemas antioxidantes

En respuesta a la excesiva produccion de ERO durante la respiracion o el
metabolismo, los mamiferos hemos evolucionado diferentes sistemas de defensa
antioxidantes no enzimaticos y enzimaticas capaces de secuestrar y neutralizar
radicales libres y mantener el equilibrio redox. El equilibrio redox se mantiene
mediante la prevencion, interceptacion y reparacion. Para combatir los efectos
deletéreos del estrés oxidativo, el rifion ha desarrollado un sofisticado sistema de
defensa antioxidante que comprende componentes tanto enzimaticos como no
enzimaticos (Gao & Schottker, 2017). El sistema antioxidante enzimatico incluye
las superoxido dismutasas (SOD), catalasa, glutation peroxidasas (GPx) y el
sistema tiorredoxina, entre otros. Estas enzimas trabajan en concierto para
neutralizar las ERO y mantener el equilibrio redox dentro de las células renales
(Lushchak, 2014). Los antioxidantes no enzimaticos, como el glutation, las
vitaminas C y E y el acido urico, complementan el sistema enzimatico al eliminar
directamente los radicales libres y apoyar la regeneracion de otros antioxidantes
(Pisoschi & Pop, 2015) (fig. 4).

Antioxidantes enzimaticos

Catalasa

La enzima antioxidante catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6), codificada por el gen CAT
(cromosoma 11p13 humano) es una proteina tetramérica compuesta por cuatro
subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene un grupo hemo (Fe(lll)-
protoporfirina) en su sitio activo. El peso molecular del tetramero es
aproximadamente 240 kDa. La estructura cuaternaria de la enzima forma un

nucleo en forma de barril  con cuatro canales que conducen a los sitios activos
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profundamente enterrados (Kirkman & Gaetani, 2007). La catalasa cataliza
principalmente la descomposicion del peroxido de hidrogeno (H,0,) en agua y

oxigeno. La reaccion ocurre en dos pasos:
Cat-Fe(lll) + H,O, — Compuesto |

Compuesto | + H,0, — Cat-Fe(lll) + 2H,0 + O,

La eficiencia catalitica (kcat/Km) de la catalasa es extremadamente alta,
acercandose al limite controlado por difusién, con un nimero de recambio de

aproximadamente 4 x 107 s™" (Chelikani et al., 2004).

Regulacion de la actividad: la actividad de la catalasa se regula en varios niveles:
nivel transcripcional: NRF2, FOXO3a y PGC-1a son factores de transcripcion
clave que aumentan la expresion de la catalasa (Glorieux et al., 2015).
Modificaciones postraduccionales: La fosforilacion por las cinasas de tirosina c-

Abl y Arg puede mejorar la actividad de la catalasa (Cao et al., 2003).
Glutation peroxidasa (GPx)
NUmero de la Comision de Enzimas: EC 1.11.1.9 (para GPx1)

La familia de las glutation peroxidasas (EC 1.11.1.9 para GPx1), consta de ocho
isoformas conocidas en mamiferos (GPX1-GPX8), siendo GPx1, GPx3 y GPx4
las mas relevantes en el rifidn. Estas enzimas son selenoproteinas, conteniendo

selenocisteina en sus sitios activos (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013).

Actividad catalitica: GPx cataliza la reduccién de H,O, y peroxidos organicos

(ROOH) utilizando glutation (GSH) como agente reductor:
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ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

El mecanismo catalitico involucra una reaccion tipo ping-pong con la
selenocisteina ciclando entre las formas de selenol (SeH) y selenenil sulfuro (Se-
SG) (Toppo et al., 2009). NRF2, p53 y el factor inducible por hipoxia (HIF) regulan
la expresion de GPx (Banning et al., 2005). La disponibilidad de selenio es crucial
para la sintesis y actividad de GPx (Steinbrenner & Sies, 2009). La fosforilacion
puede modular la actividad de GPx (Cao et al., 2003).

Superoéxido dismutasa (SOD)

La familia de las superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1) esta conformada por tres
miembros (SOD1-3) en los humanos y son codificadas por los genes: SOD1
(Cu/Zn-SOD), SOD2 (Mn-SOD), SOD3 (EC-SOD). Existen tres principales
isoformas de SOD en mamiferos: Cu/Zn-SOD citosélica (SOD1), Mn-SOD
mitocondrial (SOD2) y Cu/Zn-SOD extracelular (SOD3). Cada isoforma tiene
localizaciones subcelulares distintas y cofactores metalicos (Fukai & Ushio-Fukai,
2011).

La SOD cataliza la dismutacion del superoxido (O,¢7) en perdxido de hidrégeno y

oxigeno molecular:
202°_ +2H" — HzOz + 02

La reaccion ocurre mediante un mecanismo de ping-pong que involucra la
reduccion y oxidacion ciclica del centro metalico (Sheng et al., 2014). La actividad
de las diferentes isoformas es regula a nivel transcripcional por NRF2, NF-kB y
AP-1 (Miao & St Clair, 2009). A nivel postraduccional, la fosforilacion, acetilacion

y nitracion pueden afectar la actividad de SOD (Yamakura & Kawasaki, 2010). La
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incorporacion de cofactores metalicos en las superdxido dismutasas (SODs) es
un proceso crucial para su funcion antioxidante en el rifidn y otros tejidos. Cada
isoforma de SOD requiere metales especificos: cobre y zinc para SOD1y SOD3
y manganeso para SOD2. Este proceso no es meramente estructural, sino
fundamental para la actividad catalitica, estabilidad y correcta localizacion
subcelular de las enzimas. La incorporacion adecuada depende de sistemas
celulares complejos, incluyendo chaperonas de metales. Deficiencias en este
proceso pueden comprometer la defensa antioxidante, aumentando la

vulnerabilidad a estrés oxidativo (Culotta et al., 2006).
NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1 (NQO1)
NUmero de la Comision de Enzimas: EC 1.6.99.2
Gen: NQO1 (cromosoma 16g22.1 humano)

NQO1 es una flavoproteina que forma homodimeros, con cada subunidad
conteniendo una molécula de flavina adenina dinucleétido (FAD) como grupo
prostético. La enzima tiene un peso molecular de aproximadamente 30 kDa por
subunidad (Dinkova-Kostova & Talalay, 2010).

Actividad catalitica: NQO1 cataliza la reduccion de dos electrones de quinonas y
quinona iminas a hidroquinonas, utilizando NADH o NADPH como donantes de

electrones:
Q + NAD(P)H + H" — QH,, + NAD(P)*

Esta reaccion previene la formacion de radicales semiquinona y la generacion

subsiguiente de especies reactivas de oxigeno (Ross & Siegel, 2017).
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La regulacion de NQO1 es mediada por NRF2 y es el principal factor de
transcripcion que regula la expresion de NQO1 a través del Elemento de
Respuesta Antioxidante (ARE) (Venugopal & Jaiswal, 1996). La fosforilacion por
la proteina cinasa C puede mejorar la actividad de NQO1 (Ross & Siegel).
Interacciones proteina-proteina: NQO1 puede interactuar y estabilizar al supresor

tumoral p53, influyendo en las respuestas al estrés celular (Asher et al., 2002).
Sistema de tiorredoxina

El sistema de tioredoxina esta compuesto por tioredoxina (Trx), la reductasa de
tioredoxina (TrxR) y el NADPH, a tioredoxina (Trx) (EC 1.8.1.9), codificada por los
genes TXN (Trx1, citosélica), TXN2 (Trx2, mitocondrial) (Lu & Holmgren, 2014) .
Las tioredoxinas son proteinas pequefias (aproximadamente 12 kDa) con un
motivo activo conservado de Cys-Gly-Pro-Cys (Holmgren, 1985). Trx reduce los

disulfuros de proteinas y otros componentes celulares oxidados:
Trx-(SH), + Protein-S, — Trx-S, + Protein-(SH),

Para el mantenimiento del sistema tioredoxina es necesaria la reduccion a través
de la Reductasa de Tioredoxina (TrxR) (EC 1.8.1.9), codificada por el gen
TXNRD1 (citosolica), TXNRD2 (mitocondrial), TXNRD3 (predominantemente
expresada en los testiculos) (Dou et al., 2022). La TrxR es una flavoenzima
homodimérica que contiene un residuo de selenocisteina en su sitio activo. Cada

subunidad tiene un peso molecular de aproximadamente 55 kDa (Arnér, 2009).
TrxR cataliza la reduccion dependiente de NADPH de la tioredoxina oxidada:

Trx-S, + NADPH + H* — Trx-(SH), + NADP*
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Regulacién de la actividad del Sistema de Tioredoxina:Regulacion transcripcional:
NRF2, AP-1y HIF-1a regulan la expresion de Trx y TrxR (Powis & Montfort, 2001).

La oxidacion, nitrosilacion y glutationilacion pueden modular la actividad de Trx

(Haendeler, 2006). La proteina interactuante con tioredoxina (TXNIP) se une e

inhibe a Trx, influyendo en el equilibrio redox celular (Yoshihara et al., 2014).
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Antioxidantes no enzimaticos en el rindn

Los antioxidantes no enzimaticos desempefian un papel fundamental en la

proteccion renal contra el estrés oxidativo, complementando los sistemas

antioxidantes enzimaticos. Entre los principales se encuentran el glutation (GSH),

un tripéptido abundante que actua como cofactor y regenerador de otros

[51]



Donovan J. Peifia Montes

antioxidantes; la vitamina C, que neutraliza especies reactivas y regenera la
vitamina E; la vitamina E, que previene la peroxidacion lipidica en membranas
celulares; el acido urico, que elimina radicales libres y quela metales, aunque su
papel es complejo debido a los efectos perjudiciales de la hiperuricemia; la
coenzima Q10, importante para la funcidn mitocondrial y la inhibicion de la
peroxidacion lipidica; y la melatonina, que ademas de eliminar radicales libres,
regula positivamente las enzimas antioxidantes. Estos antioxidantes actuan de
diversas formas: donando electrones, rompiendo cadenas de peroxidacion,
quelando metales y activando vias de sefializacidn protectoras. Su relevancia en
la salud renal se evidencia en diversos modelos de lesion renal, donde han
demostrado efectos protectores contra dafios por isquemia-reperfusion,
nefrotoxicidad inducida por farmacos y complicaciones de la nefropatia diabética,
entre otros (Hong & Park, 2021).

Factores genéticos

Los polimorfismos en los genes de las enzimas antioxidantes pueden afectar su
expresion y actividad, por ejemplo, los polimorfismos CAT-262C/T y T1667T
asociados con una alteracion en la expresion y actividad de la catalasa en la
nefropatia diabética (Chistiakov et al., 2004). El polimorfismo GPx1 Pro198Leu:
Vinculado con una reduccion en la actividad de GPx y un aumento del riesgo de
complicaciones diabéticas (Hamanishi et al., 2004). El polimorfismo SOD2
Ala16Val: Afecta la actividad de MnSOD vy se ha asociado con la susceptibilidad

a la nefropatia diabética (Mollsten et al., 2007).
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Regulacién epigenética

La regulacidn epigenética juega un papel crucial en la modulacion de la expresion
de genes antioxidantes en la enfermedad renal diabética. En la nefropatia
diabética, el estrés oxidativo inducido por la hiperglucemia conduce a alteraciones
en la metilacion del ADN, modificaciones de histonas y expresion de microARN,
afectando la transcripcion de genes antioxidantes clave (Kato & Natarajan, 2019).
Por ejemplo, se ha observado una hipermetilacion del promotor de SIRT1, lo que
resulta en una disminucion de la expresion de esta proteina reguladora del estrés
oxidativo (Peng et al., 2016). Se han observado modificaciones de histonas, como
la disminucion de la metilacion de H3K4 y el aumento de la metilacion de H3K27,
en los promotores de genes antioxidantes, lo que lleva a su supresion (Gray & De
Meyts, 2005). Ademas, la desregulacion de microARN, incluyendo miR-25 y miR-
146a, afecta la expresion de NADPH oxidasas y enzimas antioxidantes,

contribuyendo aun mas al estrés oxidativo (Kato et al., 2016).
Regulacion transcripcional en los sistemas antioxidantes

La regulacion transcripcional de los sistemas antioxidantes es un proceso
complejo y multifacético que involucra varios factores de transcripcidn clave,
incluyendo FOXO, PGC-1a, NF-kB y NRF2. Estos reguladores juegan un papel
crucial en la modulacion de la expresion génica de enzimas antioxidantes y
proteinas relacionadas, permitiendo a las células adaptarse a diversas

condiciones de estrés oxidativo (Bhargava & Schnellmann, 2017).

NRF2: El principal regulador de la respuesta antioxidante, NRF2 se une a los
Elementos de Respuesta Antioxidante (ARE) en las regiones promotoras de los

genes objetivo (Tonelli et al., 2018).
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FOXO: los factores de transcripcion FOXO, particularmente FOXO3a, regulan la
expresion de catalasa y MnSOD (Kaushal et al., 2019).

PGC-1a: este coactivador transcripcional mejora la expresion de enzimas

antioxidantes y la biogénesis mitocondrial (Aquilano et al., 2013).

NF-kB: aunque se conoce principalmente por su papel proinflamatorio, NF-«kB
también puede regular la expresion de genes antioxidantes bajo ciertas

condiciones (Morgan & Liu, 2011).

Via de seinalizacion NRF2

La via de sefalizacion del factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
(NRF2)/proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (KEAP1)/elemento de respuesta
antioxidante (ARE), es un mecanismo de defensa celular critico contra el estrés
oxidativo y las toxinas ambientales (Tonelli et al., 2018). La via NRF2/KEAP1/ARE
es principalmente responsable de la activacion transcripcional de genes
citoprotectores en respuesta al estrés oxidativo y electrofilico. En condiciones
basales, NRF2 es secuestrado en el citoplasma por su proteina represora,
KEAP1, que dirige a NRF2 hacia la ubiquitinacion y posterior degradacién
proteasomal ((Tonelli et al., 2018). KEAP1 actia como un adaptador de sustrato
para el complejo E3 ubiquitina ligasa basado en Culina 3, facilitando la rapida
renovacion de NRF2 con una vida media corta (Niture et al., 2010; Tonelli et al.,
2018).).

Cuando las células estan expuestas a estrés oxidativo o compuestos
electrofilicos, los residuos de cisteina en KEAP1 se madifican, lo que conduce a

un cambio conformacional que interrumpe su interaccion con NRF2 (Dinkova-
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Kostova et al., 2002). Esto permite que el NRF2 recién sintetizado se acumule y
se transloque al nucleo. En el nucleo, NRF2 forma un heterodimero con pequefias
proteinas Maf y se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE) en las

regiones promotoras de sus genes diana (Niture et al., 2010).
Estructura y dominios funcionales de NRF2

NRF2 es un miembro de la familia Cap'n'Collar (CNC) de factores de transcripcion
con cremallera de leucina basica (bZIP). Su estructura consta de varios dominios

funcionales importantes:

Dominio Neh1: localizado en la region C-terminal, este dominio contiene el motivo
CNC-bZIP responsable de la union al ADN vy la dimerizacién con las pequefias
proteinas Maf. esta interaccidn es crucial para la capacidad de NRF2 de unirse a

las secuencias ARE en los promotores de los genes diana (Itoh et al., 1997).

Dominio Neh2: ubicado en la region N-terminal, este dominio es critico para la

regulacion de la estabilidad de NRF2. Contiene dos motivos de union:
Motivo DLG: un sitio de unién de baja afinidad para KEAP1
Motivo ETGE: un sitio de unién de alta afinidad para KEAP1

Estos motivos son esenciales para la ubiquitinacion y degradacion de NRF2

mediada por KEAP1 en condiciones basales (Hayes & McMahon et al., 2009).

Dominios Neh3, Neh4 y Neh5: estos dominios estan involucrados en la activacion
transcripcional de los genes diana. Interactian con varios coactivadores, como
CBP/p300, para potenciar la expresion génica mediada por NRF2 (Katoh et al.,
2001).
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Dominio Neh6: este dominio contiene residuos de serina que pueden ser
fosforilados por la glucogeno sintasa cinasa-3f (GSK-3p), lo que conduce a la
degradacion de NRF2 mediada por B-TrCP. Esto representa un mecanismo de
regulacion de NRF2 independiente de KEAP1 (Rada et al., 2011).

Dominio Neh7: este dominio media la interaccion entre NRF2 y el receptor X
retinoide a (RXRa), que puede reprimir la actividad transcripcional de NRF2
(Wang et al., 2013).

Estructura y dominios funcionales de KEAP1

KEAP1 es un miembro de la familia de proteinas BTB-Kelch y sirve como el
principal regulador negativo de NRF2. Su estructura consta de varios dominios

clave:

Dominio BTB (Broad complex, Tramtrack y Bric-a-Brac): localizado en la region
N-terminal, este dominio es responsable de la homodimerizacion de KEAP1 y la
interaccion con Culina 3, un componente del complejo E3 ubiquitina ligasa (Zipper
& Mulcahy, 2002).

Dominio IVR (region Intermedia): este dominio rico en cisteina es crucial para
detectar el estrés oxidativo y electrofilico. Contiene varios residuos de cisteina
reactivos, incluyendo Cys273 y Cys288, que son importantes para la funcion

sensora de estrés de KEAP1 (Dinkova-Kostova et al., 2002).

Dominio Kelch (DGR - repeticion de doble glicina): localizado en la region C-
terminal, este dominio forma una estructura de B-hélice responsable de la union
al dominio Neh2 de NRF2. Interactia tanto con los motivos DLG como ETGE de
NRF2 (Tong et al., 2006).
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CTR (Region C-terminal): esta pequefia region sigue al dominio Kelch y esta

involucrada en el plegamiento adecuado del dominio Kelch (Canning et al., 2015).

La interaccion entre NRF2 y KEAP1 se basa en un modelo de "bisagra y pestillo”,
en condiciones basales, un homodimero de KEAP1 se une a una sola molécula
de NRF2. Una subunidad de KEAP1 se une al motivo ETGE de alta afinidad (la
"bisagra"), mientras que la otra se une al motivo DLG de baja afinidad (el "pestillo")
en el dominio Neh2 de NRF2. Esta configuracién posiciona a NRF2 en la
orientacion optima para la ubiquitinacion por el complejo E3 ligasa basado en
Culina 3, lo que conduce a su rapida degradacion proteasomal (Tong et al., 2006).
Bajo estrés oxidativo, los residuos de cisteina reactivos en el dominio IVR de
KEAP1 se modifican, causando un cambio conformacional. Este cambio
interrumpe la interaccion entre KEAP1 y el motivo DLG de NRF2 (el "pestillo” se
abre), mientras mantiene la interaccion con el motivo ETGE. Esta liberacion
parcial previene la ubiquitinacion eficiente de NRF2, permitiendo que el NRF2
recién sintetizado se acumule y se transloque al nucleo (Baird & Yamamoto,
2020).

Las caracteristicas estructurales de NRF2 y KEAP1 permiten asi una respuesta
sensible y dinamica al estrés celular. Los multiples dominios de NRF2 le permiten
integrar varias sefiales celulares e interactuar con diferentes socios para modular
su actividad. Mientras tanto, la estructura de KEAP1, particularmente su dominio
IVR rico en cisteina, lo convierte en un excelente sensor del estrés oxidativo y
electrofilico, permitiendo una rapida des-represion de NRF2 cuando es necesario
(Baird & Yamamoto, 2020).
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El ARE es una secuencia potenciadora cis-activa que se encuentra en la region
promotora de muchos genes citoprotectores. La union de NRF2 al ARE conduce
a la activacion transcripcional de una bateria de genes involucrados en la defensa
antioxidante, la desintoxicacion y la respuesta al estrés celular. Estos genes
incluyen glutation S-transferasas, NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1, hemo
oxigenasa-1 y glutamato-cisteina ligasa, entre otros (Hayes & Dinkova-Kostova,
2014).

La regulacion de la via NRF2/KEAP1/ARE es compleja y multifacética,
involucrando mecanismos tanto transcripcionales como post-traduccionales. A
nivel transcripcional, el gen NRF2 (NFE2L2) contiene AREs en su region
promotora, permitiendo la autorregulacion de su expresion (Kwak et al., 2002).
Ademas, otros factores de transcripcion como NF-kB, AP-1 y AhR han

demostrado modular la expresion de NRF2 (Rushworth et al., 2011).

La regulacion post-traduccional de NRF2 esta mediada principalmente por
mecanismos dependientes e independientes de KEAP1. EI mecanismo
dependiente de KEAP1 implica la modificacion de residuos de cisteina en KEAP1
por estrés oxidativo y electrofilico, lo que conduce a la estabilizacién de NRF2
(Suzuki et al., 2023). KEAP1 contiene varios residuos de cisteina reactivos, siendo
Cys151, Cys273 y Cys288 los mas criticos para la regulacién de NRF2. Diferentes
factores estresantes y electrofilos pueden modificar residuos de cisteina

especificos, lo que conduce a respuestas celulares distintas (Saito et al., 2016).

La regulacion independiente de KEAP1 de NRF2 involucra varias proteinas
cinasas que fosforilan NRF2, afectando su estabilidad y translocacion nuclear.

Estas cinasas incluyen la proteina cinasa C (PKC), la fosfatidilinositol 3-cinasa
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(PI3K) y las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPKSs), adicionalmente
la fosforilacion de NRF2 en residuos especificos puede mejorar su estabilidad,
translocacion nuclear y actividad transcripcional (Sun et al., 2009; Ichimura et al.,
2013).

Mecanismos no canonicos

Mientras que la via candnica NRF2/KEAP1/ARE estd bien establecida,
investigaciones recientes han descubierto mecanismos no candnicos de
activacion de NRF2. Una de las vias no canonicas mas prominentes involucra a
la proteina adaptadora de autofagia p62/SQSTM1. p62 es una proteina
multifuncional que desempefia un papel crucial en varios procesos celulares,
incluyendo la autofagia, la agregacion de proteinas y la respuesta al estrés
(Moscat & Diaz-Meco, 2009; Komatsu et al., 2010).

La activacion de NRF2 mediada por p62 ocurre a través de un mecanismo de
unién competitiva. p62 contiene una regién de interaccion con KEAP1 (KIR) que
imita el motivo ETGE encontrado en NRF2 (Komatsu et al., 2010). En condiciones
de deterioro de la autofagia o estrés celular, p62 se acumula y compite con NRF2
por la unién a KEAP1. Esta competencia resulta en la estabilizacion y activacion

de NRF2, lo que conduce a la induccién de genes dependientes de ARE.

La via NRF2-ARE también regula la expresion de p62, creando un ciclo de
retroalimentacion positiva. La activacion de NRF2 conduce a un aumento en la
expresion de p62, que a su vez promueve una mayor activacion de NRF2 (Jain et
al., 2010). Este mecanismo de retroalimentacion permite una activacion sostenida
de NRF2 en respuesta al estrés celular prolongado, la activacion no candnica de

NRF2 mediada por p62 tiene importantes implicaciones en varios procesos
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celulares y estados de enfermedad. Por ejemplo, se ha demostrado que esta via
juega un papel en el desarrollo y progresion del cancer, asi como en trastornos
neurodegenerativos caracterizados por la agregacion de proteinas (Lau et al.,
2010; Taguchi et al., 2012).

Implicaciones en la enfermedad renal diabética

La enfermedad renal diabética (ERD) es una complicacion importante de la
diabetes mellitus y una causa principal de enfermedad renal en etapa terminal en
todo el mundo. El estrés oxidativo juega un papel crucial en la patogénesis de la
ERD, lo que hace de la via NRF2/KEAP1/ARE un objetivo terapéutico atractivo
(Tanase et al., 2022).

Varios estudios han demostrado el papel protector de la activacion de NRF2 en
modelos experimentales de ERD. Por ejemplo, se ha demostrado que la
activacidn de NRF2 por inductores farmacoldgicos o manipulacion genética
atenua el dafio oxidativo renal, la inflamacién y la fibrosis en modelos animales
diabéticos (Zheng et al., 2011; Cui et al., 2012). Por el contrario, la deficiencia de
NRF2 exacerba la lesion renal diabética, destacando la importancia de esta via

en la proteccion renal (Liu et al., 2022)

Los efectos protectores de la activacion de NRF2 en la ERD estan mediados a
través de multiples mecanismos. Primero, NRF2 regula al alza la expresion de
enzimas antioxidantes, como la hemo oxigenasa-1y la glutation peroxidasa, que
ayudan a neutralizar las ERO y reducir el dafio oxidativo (Tan & de Haan, 2014).
Segundo, la activacién de NRF2 suprime las vias de sefalizacién pro-
inflamatorias, incluyendo NF-kB, reduciendo asi la inflamacion renal (Liu et al.,

2009). Tercero, se ha demostrado que NRF2 inhibe la expresion de factores pro-
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fibréticos, como TGF-B1 y proteinas de la matriz extracelular, atenuando asi la
fibrosis renal (Gao et al., 2021; Rezaee et al., 2024).

La activacion no canonica de NRF2 mediada por p62 también puede jugar un
papel en la ERD. Los estudios han demostrado que los niveles de p62 se alteran
en los rifiones diabéticos y la modulacion de la expresion de p62 puede afectar la
progresion de la ERD, sin embargo, el papel exacto del eje p62-NRF2 en la ERD
aun no se ha dilucidado completamente y merece una investigacion adicional
(Kitada et al., 2020).

Implicaciones en la ferroptosis

La ferroptosis es una forma de muerte celular regulada caracterizada por la
peroxidacion lipidica dependiente de hierro. Este proceso ha sido implicado en
diversas condiciones patoldgicas, incluyendo la lesidn renal aguda, los trastornos
neurodegenerativos y el cancer (Dixon et al., 2012). La via NRF2/KEAP1/ARE ha
surgido como un regulador critico de la ferroptosis, con importantes implicaciones
tanto para la patogénesis de la enfermedad como para potenciales intervenciones

terapéuticas (Wang et al., 2023).

Alteraciones en el metabolismo de hierro en la diabetes

En los ultimos afios, el concepto de "ferroptosis” ha surgido como una nueva
forma de muerte celular regulada dependiente de hierro, caracterizada por la
acumulacion de perdxidos lipidicos y especies reactivas de oxigeno, con
caracteristicas bioquimicas y morfolégicas Unicas que la distinguen de la
apoptosis, la necrosis y la autofagia (Dixon et al., 2012; Stockwell et al., 2017). La

ferroptosis se ha relacionado con varias afecciones patoldgicas, incluidas
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enfermedades neurodegenerativas, cancer y lesiones por isquemia-reperfusion.
El hierro (Fe) es un metal de transicion y un mineral traza que en nuestro
organismo desempefia funciones extremadamente importantes en la fisiologia de
practicamente todos los organismos del planeta, incluidos los mamiferos como los
humanos (Pantopoulos et al., 2012). Participa en una miriada de procesos
biolégicos como el transporte del oxigeno, el metabolismo energético, el
transporte de electrones, la sintesis de nucleotidos y los sistemas de defensa
antioxidante, entre otros. Bajo condiciones fisioldgicas, el Fe se encuentra en
diferentes estados de oxidacion, principalmente como hierro ferroso y hierro
férrico (Fe? y Fe®*, respectivamente), que oscilan mediante la ganancia y pérdida
de electrones (Frey & Reed, 2012). Esta propiedad permite que el hierro participe
en reacciones de oxidacidon-reduccion, actuando como transportador de
electrones en diversos procesos bioldgicos (Pantopoulos et al., 2012). El
metabolismo del hierro es un proceso complejo y rigurosamente regulado que
asegura un suministro adecuado de hierro al tiempo que previene la sobrecarga
o deficiencia del mismo. Involucra multiples etapas que incluyen la absorcion de
hierro de la dieta, su reciclaje, transporte por el cuerpo, utilizacién celular y
almacenamiento para necesidades futuras (Katsarou & Pantopoulos, 2020; Vogt
et al, 2021). Las dietas altas en hierro pueden afectar negativamente la
sefalizacion de insulina al alterar la relacion fosfo-Akt/Akt, ocasionando
resistencia a la insulina y un incremento del tejido graso visceral e
hipertrigliceridemia (Dongiovanni et al., 2015). En modelos murinos, la sobrecarga
de hierro induce un aumento del 40% en la glucosa en ayunas y regula al alza
genes sensibles al hierro y adipocinas, mientras que regula a la baja la

lipoproteina lipasalta y un aumento de la expresion de SOCS3 en el tejido adiposo
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viscera (Dongiovanni et al., 2015). En pacientes con diabetes tipo 2 con
frecuencia exhiben niveles elevados de ferritina sérica y aumento de las reservas
de hierro tisular, una condicion denominada "sindrome de sobrecarga de hierro
dismetabolico" (DIOS, por sus siglas en inglés) (Fernandez-Real et al., 2002;
Simcox & McClain, 2013; Harrison, Lorenzo & McClain, 2023). Este exceso de
hierro puede contribuir al estrés oxidativo y la inflamacion, exacerbando las
complicaciones diabéticas, incluyendo la enfermedad renal diabética (Wang et al.,
2024). Varios mecanismos pueden contribuir a la alteracion de la homeostasis del

hierro en la diabetes:

1. Aumento de la absorcion intestinal de hierro debido a la regulacion al alza

de los transportadores de hierro duodenales (Fernandez-Real et al., 2002).

2. Regulacién alterada de la hepcidina, potencialmente debido a la resistencia

ala insulina (Wang et al., 2014).

3.  Glicacion de la transferrina, que puede alterar su capacidad de unién al
hierro (Silva et al., 2014).

Si bien la patogénesis de la ERD es compleja y multifactorial evidencia reciente
ha relacionado a la ferroptosis como un posible actor en la patogénesis de la ERD
(Wu & Chen, 2022). A pesar de los avances en el tratamiento de la diabetes, la
ERD sigue siendo un desafié clinico significativo y existe una necesidad urgente
de identificar nuevos mecanismos patologicos y desarrollar estrategias

terapéuticas novedosas para su tratamiento.

En un estudio de Ma et al., (2022), se analizaron las bases de datos procedentes

del Gene Expression Omnibus (GEO) del NCBI (National Center for Biotechnology
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Information) GSE96804 (Perfil de expresion génica a nivel de exones en la
nefropatia diabética), GSE104948 (Transcriptoma glomerular de sujetos del
Banco Europeo de ADN renal y donantes vivos), GSE47183 (Nano diseccion in
silico: definicién de la especificidad del tipo celular a nivel transcripcional en
enfermedades humanas (glomérulos)), GSE30122 (Analisis del transcriptoma de
la enfermedad renal diabética humana). En este estudio, se analizaron los perfiles
de expresidn génica y se identificaron 12 genes relacionados con la ferroptosis
diferencialmente expresados entre los casos de enfermedad renal
diabética/nefropatia diabética e individuos control. Posteriormente, utilizando los
algoritmos Random Forest y Support Vector Machine, se seleccionaron 7 genes,
con alto potencial en los analisis para distinguirse entre muestras de pacientes

diabéticos y controles. Las proteinas de estos genes son:

DUSP1 (Fosfatasa de Especificidad Dual 1): Involucrado en la regulacién de la

sefalizacion MAPK, crucial en la respuesta al estrés celular y la inflamacion.

PRDX6 (Peroxirredoxina 6): Una enzima antioxidante clave en la proteccion
contra el estrés oxidativo, un factor importante en la patogénesis de la nefropatia

diabética.

PEBP1 (Proteina de Unién a Fosfatidiletanolamina 1): Implicado en la regulacién
de la ferroptosis, lo que sugiere un papel directo en la modulacidn de este proceso

de muerte celular en el contexto de la enfermedad renal diabética.

ZFP36 (Proteina con Dedos de Zinc ZFP36): Regula la estabilidad del ARNm,
potencialmente afectando la expresion de genes criticos en la progresion de la

enfermedad.

[64]



Donovan J. Peflia Montes

TSC22D3 (miembro 3 de la familia de dominios TSC22): Involucrado en la
respuesta antiinflamatoria, sugiriendo un papel en la modulacién de la inflamacion

asociada a la nefropatia diabética.

GABARAPLT1 (proteina tipo 1 asociada al receptor GABA tipo A): Implicado en la
autofagia, un proceso celular que puede influir en la progresién de la enfermedad
renal diabética. RGS4 (Regulador de la Sefalizacidn de Proteinas G 4):
Involucrado en la sefalizacion de receptores acoplados a proteinas G,
potencialmente afectando diversas vias de sefializacion celular relevantes para la

patologia renal.

Ademas, se realizd un analisis de agrupamiento de clusteres basado en la
expresion de estos 7 genes potenciales, identificando dos patrones distintos de
modificacién de la ferroptosis en la ERD. El patrdn A se caracterizd por un
enriquecimiento en vias inmunes e inflamatorias, mientras que el patron B mostr6
un enriquecimiento en vias relacionadas con autofagia y peroxisomas. Estos
hallazgos informéticos no solo mejoran nuestra comprension de la patogénesis de
la enfermedad, sino que también identifican potenciales biomarcadores para el

diagndstico temprano y nuevos objetivos terapéuticos.

Adicionalmente, evidencia experimental ha demostrado que los niveles de
ferroptosis estan significativamente elevados en el tejido renal de pacientes con
ERD en comparacion con los controles sanos. En un estudio realizado por Kim et
al. (2021), se evaluaron marcadores implicados en la ferroptosis en la ERD
utilizando muestras de biopsias renales de pacientes diabéticos y no diabéticos,
asi como en modelos in vitro e in vivo. En las biopsias renales humanas, se

observo una disminucion significativa en la expresion del ARNm de SLC7A11'Y
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GPX4, proteinas clave relacionados con la ferroptosis, en los tubulos renales de
pacientes diabéticos en comparacion con sujetos no diabéticos. En experimentos
in vitro con células tubulares renales NRK-52E estimuladas con TGF-f1, se
detectd una reduccion en la expresion SLC7A11 y GPX4 a nivel de ARNm vy
proteina, junto con una disminucion en los niveles de glutation y un aumento en
la peroxidacion de lipidos. Ademas, en un modelo murino diabético inducidos con
estreptozotocina, se observaron cambios similares en la expresion de SLC7A11
y GPX4, una disminucion de niveles de glutation y un aumento de la peroxidacion
lipidica en el tejido renal. El tratamiento con ferrostatina-1, un inhibidor especifico
de la ferroptosis, atenud significativamente estos cambios relacionados con la
ferroptosis y redujo la muerte celular, tanto en las células tubulares estimuladas
con TGF-B1 como en los rifiones de los ratones diabéticos. Estos hallazgos
proporcionan evidencia directa y multifacética de la implicacion de la ferroptosis
en la ERD e identifican los mecanismos moleculares especificos por los cuales la
ferroptosis contribuye al dafio renal en la diabetes, ofreciendo nuevos objetivos
para la intervencion terapéutica. Ademas, la eficacia del tratamiento con
ferrostatina-1 sugiere que la inhibicidn de la ferroptosis podria ser una estrategia

viable para mitigar el dafio renal en pacientes con ERD.

En un estudio de Li (2021), se encontr6 evidencia de ferroptosis en modelos de
nefropatia diabética in vitro e in vivo. En muestras de rifion de ratones DBA/2J con
diabetes inducida con estreptozotocina, se observd una disminucion significativa
de la expresion de genes como la GPX4 y SLC7A11, junto con una reduccion en
los niveles de glutation y un aumento en productos de la peroxidacion lipidica
malondialdehido (MDA) 'y 4-hidroxinonenal (4-HNE), mientras que la

administracion con ferrostatina-1 revirtieron dichos cambios. De manera similar,
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en células tubulares renales humanas HK-2 cultivadas con altas concentraciones
de glucosa, se detectd una disminucion en la expresion de GPX4, SLC7A11y
FTH-1, un aumento en la expresion de TFR-1, y cambios morfologicos
mitocondriales que se mejoraron con el tratamiento con ferrostatina-1.
Adicionalmente, se encontrd una disminucion en la expresion de Nrf2 en los
modelos de nefropatia diabética, y el silenciamiento especifico de Nrf2 aumento
la sensibilidad de las células a la ferroptosis en condiciones de alta glucosa. La
regulacion positiva de Nrf2 mediante el tratamiento con fenofibrato mejor6 la
ferroptosis en las células con Nrf2 silenciado y en ratones diabéticos. Estos
hallazgos sugieren que la hiperglucemia puede contribuir directamente a la
ferroptosis en las células renales y que la inhibicion de la ferroptosis puede
proteger contra el dafio renal inducido por hiperglucemia. Ademas, la regulacion
de la via Nrf2 podria ser una estrategia terapéutica prometedora para inhibir la

ferroptosis.

Estas observaciones concuerdan con las de Wu, (2021). En este estudio se
observd que los pacientes con nefropatia diabética presentaban niveles elevados
de ferritina, LDH, ERO y MDA en suero, asi como una expresién alterada de los
marcadores relacionados con la ferroptosis, como ACSL4, PTGS2, NOX1 y
GPX4, detectados mediante ELISA y RT-PCR. Ademas, en células mesangiales
cultivadas con altas concentraciones de glucosa, se observd un aumento de la
liberacion de LDH, produccion de ERO vy expresion de ACSL4, PTGS2 y NOX1,
junto con una disminucion de GPX4, lo cual fue revertido por el tratamiento con
deferiprona, un quelante de hierro. Ademas, se encontré una disminucion de
NRF2y un incremento en la translocacion de HMGB1(High Mobility Group Box 1),

una proteina nuclear que actia como una alarmina cuando se libera al espacio
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extracelular en respuesta al estrés celular, en los pacientes con ERD. Estas
observaciones se ven reforzadas por experimentos de silenciamiento génico
mediante ARNpi de HMGB1 este silenciamiento restauro la proliferacion celular,
previno la generacion de ERO y LDH, disminuyd los niveles de ACSL4, PTGS2 y
NOX1, y aumentd los niveles de GPX4 en las células mesangiales expuestas a

altas concentraciones de glucosa.

Adicionalmente, la utilizacion de quelantes como la deferiprona ha resultado util
para aminorar las alteraciones mitocondriales asociadas con la ERD. La
deferiprona, también conocida como L1 o0 CP20, fue desarrollada en la década de 1980
como una alternativa oral a la desferrioxamina, el quelante de hierro estandar en ese
momento (Kontoghiorghes et al., 1987). Fue aprobada por primera vez en Europa en
1999 para el tratamiento de la sobrecarga de hierro en pacientes con talasemia mayor
cuando la desferrioxamina estaba contraindicada o era inadecuada (European
Medicines Agency, 2009). Desde entonces, su uso se ha extendido a otras condiciones
que implican sobrecarga de hierro, como la anemia falciforme y los sindromes
mielodisplasicos (Cappellini & Pattoneri, 2009). La deferiprona (1,2-dimetil-3-
hidroxipiridin-4-ona) es un compuesto heterociclico con formula molecular CTHINO2 y
peso molecular de 139,15 g/mol (Hider & Zhou, 2005). Su estructura consiste en un
anillo de hidroxipiridinona con grupos metilo en las posiciones 1y 2. La sintesis de la
deferiprona implica varios pasos, comenzando con la 3-hidroxi-2-metilpiridina. Este
compuesto se somete a N-metilacion, seguida de oxidacién para formar la 3-hidroxi-
1,2-dimetilpiridin-4-ona. El proceso de sintesis se ha optimizado para mejorar el
rendimiento y la pureza del producto final (Kontoghiorghes, 1995). EI mecanismo de
accion principal de la deferiprona es la quelacion del hierro. Forma complejos estables
con iones férricos (Fe3+) en una proporcion de 3:1 (farmaco:hierro) (Hofforand et al.,

2003). Esta capacidad de unidn al hierro permite a la deferiprona eliminar el exceso de
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hierro de varios tejidos y 6rganos, incluyendo el higado, el corazén y las glandulas
endocrinas. Una caracteristica importante de la deferiprona es su capacidad para
atravesar la barrera hematoencefélica y entrar en las células, lo que le permite quelar
el hierro intracelular (Neufeld, 2006). Ademas de su accién quelante, la deferiprona ha
mostrado propiedades antioxidantes, lo que puede contribuir a reducir el estrés
oxidativo y el dafio celular asociado con la sobrecarga de hierro (Sohn et al., 2008). La
deferiprona se administra por via oral y se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal. Las concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan entre 45 y 60
minutos después de la administracion (Kontoghiorghes et al., 2013). El farmaco se
distribuye ampliamente por todo el cuerpo, incluyendo el sistema nervioso central. La
deferiprona se metaboliza principalmente por glucuronidacion en el higado, formando
el metabolito 3-O-glucurénido, que es inactivo como quelante de hierro (Waldmeier et
al., 1993). La vida media de eliminacion es relativamente corta, de aproximadamente 2-
3 horas, lo que requiere una dosificacion de tres veces al dia para mantener niveles
terapéuticos efectivos. La excrecion se produce principalmente por via renal, con una
pequefia proporcion eliminada en las heces (Hofforand et al., 2003). En estudios
realizados en ratas diabéticas, la administracion de deferiprona ha demostrado reducir
significativamente los niveles de albuminuria, un marcador clave del dafio renal. Zout el
at., 2017, mostr6 que la deferiprona disminuyé la proteinuria en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina, sugiriendo un efecto renoprotector Ademas, se observo
una reduccion en los marcadores inflamatorios y una mejora en la histologia renal, lo
que indica que la deferiprona puede mitigar el dafio estructural en los rifiones.
Adicionalmente, un estudio de Rajapurkar et al., 2013 investigd el uso de la deferiprona
como tratamiento para la ERD y glomerulonefritis, destacando su potencial para reducir
la proteinuria y mejorar los parametros renales. En dos estudios prospectivos abiertos,
se encontrd que la deferiprona era efectiva para disminuir la proteinuria en pacientes

con glomerulonefritis y mejorar la relacion albumina/creatinina en aquellos con
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nefropatia diabética. A pesar de algunos efectos secundarios menores, no se reportaron
eventos adversos significativos, lo que sugiere que este farmaco podria ser una opcion

terapéutica valiosa en el manejo de estas condiciones renales.
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5.  JUSTIFICACION

La enfermedad renal diabética (ERD) es la principal complicacién microvascular que
afecta a los pacientes con DM vy la principal causa de enfermedad renal crénica y
terminal en el mundo. La disfuncionalidad mitocondrial y el estrés oxidativo tienen un
papel sumamente importante en el desarrollo y la progresion de la ERD, por lo tanto, la
correccién y/o prevencion de la disfuncion mitocondrial puede ser fundamental en la
prevencion y tratamiento de la ERD. Otro actor relevante en la progresion de la ERD es
la alteracion en el metabolismo del hierro, dando a lugar a una sobrecarga de hierro en
el organismo y en los rifiones, generando un ambiente pro-ferroptético. Diferentes
terapias han sido empleadas para controlar la sobrecarga de hierro en diferentes
condiciones como la restriccidn de hierro en la dieta, las flebotomias o los quelantes de
hierro. La quelacion de hierro proporciona un enfoque viable para tratar la sobrecarga
de hierro en la diabetes. Se ha propuesto que la disminucion de hierro promueve una
mejoria de la ERD, sin embargo, poco se conoce sobre el impacto de la quelacion de
hierro en la funcion mitocondrial a nivel renal en el medio diabético, asi como de la
utilizacion del quelante deferiprona en la DM2 y los mecanismos involucrados en la

regulacion del estrés oxidativo a través de la via NRF2/KEAP1 y su posible beneficio.
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6. HIPOTESIS

La disminucion de los niveles de hierro mediante quelacion activa la via de
sefalizacion de Nrf2, potencia la defensa antioxidante y restaura la funcion

mitocondrial en los rifilones de ratas con diabetes tipo 2.

7. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto de la quelacion de hierro sobre la respuesta antioxidante
mediada por Nrf2 y la funcionalidad mitocondrial en el tejido renal de un modelo

murino de diabetes tipo 2.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la quelacion de hierro en la funcionalidad mitocondrial del
tejido renal en un modelo murino de diabetes tipo 2.

2. Determinar el impacto de la quelacion de hierro sobre el estrés oxidativo
mitocondrial en el tejido renal de ratas con diabetes tipo 2.

3. Analizar la influencia de la quelacion de hierro en la activacién de la via
Nrf2/Keap1 y la expresion de sistemas antioxidantes mitocondriales en el tejido

renal de un modelo murino de diabetes tipo 2.

[73]



Donovan J. Peifia Montes

8. DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon ratas albinas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar del sexo macho con
una edad de 12 semanas y un peso corporal aproximado de 370-400 g, que se
aleatorizaron y agruparon en grupos diferentes, en 3 cohortes distintas, con una
poblacion total de 72 individuos experimentales como se muestra en la figura 5. Las
ratas pertenecientes a los grupos diabéticos fueron sometidas a un régimen dietético
durante 6 semanas con una dieta alta en grasa basada en manteca de cerdo ad libitum
[calorias proporcionadas por 1 g de pienso: 47% de grasa total (27,2% de grasa
saturada, 35,3% de grasa monoinsaturada y 35,7% de grasa poliinsaturada, 1,8% de
colesterol), 32% de carbohidratos y 21% de proteina]. Las ratas pertenecientes a los
grupos normoglucémicos fueron alimentadas con una dieta estandar ad libitum [calorias
proporcionadas por 1 g de pienso: 8,6% de grasa total (15% de grasa saturada, 35% de
grasa monoinsaturada y 50% de grasa poliinsaturada), 62,2% de carbohidratos y 29,2%
de proteinas] (Nutricubos®, Agribrands Purina, MX). Posteriormente, se evalu6 la
respuesta glucémica en ayunas a través de una prueba de tolerancia a la glucosa oral
(2 g/kg de peso corporal). Unicamente los individuos con una glucemia =140 mg/dL 2
horas después de la prueba fueron considerados como intolerantes a la glucosa e
inyectados con 2 dosis intraperitoneales, con un intervalo de una semana, del farmaco
diabetogénico estreptozotocina (STZ), a una dosis de 25 mg/kg de peso corporal. Cinco
dias posteriores a la inyeccion de la STZ se midieron los niveles de glucemia y
unicamente los individuos con una glucemia =200 mg/dL fueron considerados
diabéticos e incluidos en los grupos diabéticos. Tras la confirmacion del estado
diabético, se procedié a una segunda fase de aleatorizacion exclusivamente con las
ratas que desarrollaron diabetes exitosamente y las ratas se mantuvieron en
recuperacion por una semana mas. Posteriormente, los tratamientos se iniciaron: los
grupos control y diabético fueron administradas via oral diariamente con el vehiculo
(glicerol 20%, bloqueadores del amargor: sucralosa 60 mg/dL, 100 pL/dL de
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saborizante cereza (Deiman, Mexico)) durante 16 semanas, el grupo diabético con el
quelante y el grupo normoglucémico se administraron oralmente diario con el farmaco
0 deferiprona a la dosis de 50 mg/Kg de PC durante 16 semanas. Al finalizar todos los
individuos se les aplicé una prueba de tolerancia a la glucosa oral, 48 horas posteriores

fueron sacrificados por decapitacion y se obtuvieron las muestras.

Diseino experimental
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9. METODOLOGIA

9.1. Aislamiento y purificacion de mitocondrias

Los animales experimentales fueron sacrificados por decapitacion; los rifiones se
extrajeron inmediatamente y se colocaron en una placa de Petri que contenia bufer de
aislamiento a 4°C (220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM &cido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico (MOPS), y 1 mM acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-
tetraacético (EGTA), pH 7.4, y la corteza renal se diseccion6 cuidadosamente de ambos
rifiones bajo un estereoscopio. El tejido se lavd con el mismo bufer para eliminar el
exceso de sangre y se homogeneizd utilizando un homogeneizador de tejidos tipo
Potter-Elvehjem a 500 rpm. Se separ6 una alicuota del homogeneizado para aislar las
fracciones citosdlica y nuclear. Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion
diferencial segun los métodos de Saavedra-Molina y Devlin (1997) y se purificaron

utilizando un gradiente discontinuo de Percoll. Las mitocondrias se conservaron en el
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bufer de aislamiento sin EGTA. La concentracién de proteinas mitocondriales en las
muestras se cuantifico utilizando el método de Biuret (Gornall et al., 1949). Todos los
reactivos y buferes se prepararon utilizando agua desionizada (diH20) (resistividad
=18.2 MQ-cm). Las muestras mitocondriales recién aisladas se utilizaron

inmediatamente, y una porcidn se alicuotd y almacen6 a -70°C para su uso posterior.

9.2. Potencial de membrana mitocondrial

La determinacion del potencial de membrana mitocondrial (AWm) se realizd
espectrofluorométricamente utilizando la sonda fluorescente safranina de acuerdo a
Figueira et al. (2012). Primero, se prepard una suspension con mitocondrias recién
aisladas, y 1 mg de proteina mitocondrial se resuspendié en bufer (250 mM sacarosa,
10 mM HEPES, 2 mM KH2PO4 y 1.4 mM MgClI2, pH 7.4) y se mezclé con 7.5 uM de
safranina. Se registro la fluorescencia basal a longitudes de onda de excitacion y
emision de 495 nm y 580 nm, respectivamente, a una temperatura regulada por
termostato de 25°C. Posteriormente, se afiadieron los sustratos respiratorios vinculados
al NADH (glutamato mas malato, 5 mM + 5 mM) y al FADH (succinato, 5 mM), y se
registrd la extincion de la fluorescencia hasta que se establecié una sefial de estado
estacionario. Luego, se afiadid 1 uM del protondforo despolarizante carbonil cianuro m-

clorofenil hidrazona (CCCP) para disipar el AWYm.

9.3. Respiracion mitocondrial

La respiracion mitocondrial se midi6 utilizando un electrodo tipo Clark conectado a un
monitor de oxigeno YSI 5300A (Li y Graham, 2012). Las muestras mitocondriales recién
aisladas se resuspendieron en un bufer de respiracién que contenia 10 mM HEPES,
100 mM KCI, 1.4 mM MgCI2 y 3 mM KH2PO4 a pH 7.4 y se mantuvieron a 25°C. La
respiracion mitocondrial basal se midié en presencia de sustratos respiratorios ligados
a NADH (glutamato mas malato, 5 mM + 5 mM) o FADH2 (succinato, 10 mM + 1 uM
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rotenona), en ausencia de ADP. La respiracién de estado 3, o respiracion acoplada, se
estimulé mediante la adicion de 200 uM de ADP (sal disodica de adenosina 5'-difosfato)
para promover la sintesis de ATP, seguida de la inhibicidn de la ATP sintasa con 2 ug
de oligomicina para inducir la respiracion de estado 4 Omy. La respiracion no acoplada
se midié en presencia de 1 uM de CCCP para el transporte maximo de electrones a
través de la cadena respiratoria. El consumo residual de oxigeno se midi¢ afiadiendo 2
MM de antimicina A. El indice de control respiratorio (RCR) se calculé como la relacion

entre las tasas de respiracion de estado 3 y estado 4 Omy.

9.4. Determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) se evalu6 segun Batandier et
al. (2006), con algunas modificaciones, utilizando mitocondrias recién aisladas. La
proteina mitocondrial (1.0 mg) se resuspendi6 en un bufer de respiracion frio (10 mM
HEPES, 100 mM KCI, 3 mM MgCI2 y 3 mM KH2PO4) a pH 7.4 y se incubd durante 10
min con la sonda permeable 2',7'-diclorofluoresceina 3',6'-diacetato (12.5 uM) a 4°Cy
80 rpm. Posteriormente, las muestras se equilibraron a una temperatura controlada por
termostato de 25°C, y se inici6 el registro de fluorescencia a longitudes de onda de
excitacion y emision de 485 nm y 520 nm, respectivamente. Para evaluar la generacion
de ERO, se utilizaron sustratos vinculados a NADH (glutamato mas malato, 5 mM + 5
mM) y FADH2 (succinato 10 mM).

9.5. Evaluacion de las actividades enzimaticas de la cadena respiratoria
mitocondrial

Las actividades enzimaticas de los complejos de la cadena de transporte de electrones
se evaluaron siguiendo los protocolos descritos por Pefia-Montes et al. (2020) vy
Spinazzi et al. (2012). La actividad se midi6 en mitocondrias permeabilizadas utilizando

tres ciclos consecutivos de congelacion-descongelacion seguidos de choque osmotico.
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La actividad del complejo | mitocondrial se determindé como la actividad
NADH:decilubiquinona oxidorreductasa. Brevemente, 100 g de proteina mitocondrial
se mezclaron e incubaron durante 7 min en 50 mM de bufer de fosfatos de potasio
(KPB) a pH 7.5 (KPB), 100 ug de albumina sérica bovina, 2.5 uM de antimicina A y 500
MM de KCN. La actividad catalitica se inicié afiadiendo 100 uM de NADH en presencia
de 100 uM de decilubiquinona, y la disminucion de la fluorescencia de NADH se registrd
espectrofluorométricamente a longitudes de onda de excitacion y emision de 352 nm y
464 nm, respectivamente, utilizando un espectrofotometro Shimadzu RF-5301PC. La
actividad del complejo Il mitocondrial se determind como la actividad succinato:2,6-
diclorofenol-indofenol (DCIP) oxidorreductasa. Brevemente, 100 pg de proteina
mitocondrial se mezclaron e incubaron durante 5 min en 50 mM de KPB, 100 ug de
albumina sérica bovina, 20 mM de succinato, 10 uM de rotenona, 2.5 uM de antimicina
Ay 0.5 mM de KCN. La actividad se midié espectrofotométricamente en presencia de
80 uM de DCIP a 600 nm durante 5 min utilizando un espectrofotdmetro Perkin—Elmer
UV/Vis Lambda 18. El complejo Il se ensay6 como la actividad decilubiquinol:citocromo
¢ oxidorreductasa. Brevemente, 100 ug de proteina mitocondrial se mezclaron e
incubaron durante 3 min con 50 mM de KPB, 0.0125% de Tween-20, 10 uM de
rotenona, 500 UM de 2-tenoil-trifluoro-acetona (TTFA), 500 uM de KCN, 150 uM de
EDTA disddico y 100 pg de albumina sérica bovina. La actividad se registrd después
de la adicion de 250 ug de citocromo ¢ oxidado, seguida de la adicion de 100 uM de
decilubiquinol (reducido con borohidruro de potasio) a 550 nm. La actividad del complejo
IV se determin6 como la actividad citocromo ¢ oxidasa; 50 ug de proteina mitocondrial
se mezclaron e incubaron durante 3 min en 50 mM de KPB suplementado con 10 uM
de rotenona, 500 uM de (TTFA) y 2.5 uM de antimicina A. Posterior, se afiadieron 200
Mg de citocromo ¢ reducido con ditionita de sodio, y se registraron los cambios en la
absorbancia a 550 nm. Se realizaron ensayos independientes utilizando los inhibidores

especificos para estimar la actividad enzimatica de cada uno de los complejo de la
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cadena respiratoria. Se utilizo rotenona (10 uM) para la inhibicién del complejo I, 2-
TTFA (500 uM) para la inhibicién del complejo Il, antimicina A (2.5 uM) para la inhibicion
del complejo 'y KCN (500 uM) para la inhibicion del complejo V. Todos los ensayos

se realizaron a 30°C.

9.6. Hinchamiento mitocondrial

El hinchamiento mitocondrial se evalué mediante dispersion de luz a 540 nm, de
acuerdo con el método de Aguilera-Aguirre et al., con ligeras modificaciones. La
proteina mitocondrial (1 mg/mL) se resuspendi6 en un bufer que contenia 250 mM de
sacarosa, 10 mM de HEPES, 2 mM de H2P0O4, 2 mM de MgCI2, 5 mM de glutamato y
5 mM de malato, a pH 7.4 y 37°C. Se monitorearon los cambios en la dispersion de luz
y una vez que la densidad oOptica alcanzé una linea base estable, se afiadieron 25 uM
de Caz* para inducir la hinchazén mitocondrial a través de la apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial. Se realizé un ensayo separado afiadiendo 1
MM de rojo de rutenio para inhibir la apertura del poro de transicion de permeabilidad

mitocondrial a través del uniportador de calcio mitocondrial.

9.7. Estado del glutation mitocondrial y niveles de peroxidacion lipidica

El estado del glutatién mitocondrial (glutation total, glutation oxidado (GSSG) y glutatidn
reducido (GSH)) se determin6 espectrofotométricamente utilizando el método de
reciclaje enzimatico con glutation reductasa, NADPH vy el reactivo cromogénico 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) a 412 nm en un espectrofotdmetro Perkin—EImer
UV/Vis Lambda 18, siguiendo el protocolo descrito por Pefia-Montes (2020). Para liberar
el glutation de las muestras (2 mg de proteina mitocondrial en 100 mM de bufer de
fosfatos, 5 mM de EDTA disodico, 0.1% de Triton-X y 27.5 mM de &cido 5-
sulfosalicilico), se realizd una combinacion de sonicacidn y ciclos de

congelacion/descongelacion. Las muestras se centrifugaron luego a 5000 x g. Para la
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medicion del glutation total, 100 uL del sobrenadante resultante se mezclaron con 100
mM de bufer de fosfatos, 5 mM de EDTA disddico, 100 mU de glutation reductasa y 100
MM de DTNB. La reacciéon enzimatica se inici6 afadiendo 50 uM de NADPH, y la
absorbancia se registrd durante 5 min a 30°C. Se utilizd el reactivo derivatizante 4-
vinilpiridina (0.2%) para determinar el glutation oxidado. La concentracion de GSH se
calculé restando la cantidad de GSSG del glutation total. A partir de estos datos, se
calculd la relacion GSH/GSSG como un indice del estado redox del glutatién. La
peroxidacion lipidica se evalud utilizando el ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) (Buege y Aust, 1978). Las muestras mitocondriales se filtraron
del medio de almacenamiento y se resuspendieron en PBS (pH 7.4). La muestra (0.5
mg) se mezcld con 2.93 mM de &cido tiobarbiturico, 92 mM de &cido tricloroacético, 2.5
M, y 0.01% de hidroxitolueno butilado, y se incubd en un bafio de agua hirviendo durante
20 min. Las muestras se centrifugaron a 7500 rpm durante 5 minutos a 25°C, y la

absorbancia se midié a 532 nm.

9.8. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa, glutation reductasa y
superoéxido dismutasa

La actividad de la enzima glutation peroxidasa se evalud espectrofluorométricamente
segun el método descrito por Lawrence y Burk (1976) con algunas modificaciones. La
enzima glutation reductasa se evalud espectrofluorométricamente segun el método
descrito por Carlberg y Mannervik (1985), con algunas modificaciones. La superdxido
dismutasa (SOD) se determind utilizando un kit de ensayo SOD-WST (19160) de
Sigma-Aldrich (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

9.9. Analisis de inmunodeteccion de las proteinas de interés por Western
Blot
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Para el analisis de Western blot, se utilizaron anticuerpos monoclonales o policlonales,
incluyendo anti-3-nitrotirosina (sc-32757), anti-Nrf2 (sc-365949), anti-p-tubulina (sc-
55529), anti-HDAC1 (sc-81598), anti-Tom20 (sc-17764), anti-GPX 1/2 (sc-133160),
anti-Keap1 (sc-514914), anti-GPX4 (sc-166570), anti-SIRT3 (sc-365175), anti-SOD1
(sc-271014) y anti-SOD2 (sc-30080). Un total de 60 ug de las diferentes fracciones
celulares (citosolica, mitocondrial o nuclear) se resolvieron en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) y se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
utilizando el método de transferencia hiumeda. Las membranas se bloguearon con 5%
de leche libre de grasa (Blotto, sc-2324) en bufer TBS-T (Tris-HCI, 150 mM NaCl y
0.05% Tween-20, pH 7.4) durante 2 h. Después del bloqueo, las membranas se lavaron
tres veces con TBS-T y se incubaron. Después de otros tres lavados, las proteinas
unidas a los anticuerpos se detectaron utilizando un Reactivo de Luminol para Western
Blotting (sc-2048) después de la incubacion con un anticuerpo secundario conjugado
con HRP (sc-2354, sc-516102 0 sc-2357) en un Sistema de Imagen ChemiDoc MP (Bio-

Rad). Los Western blots se cuantificaron utilizando el software ImageJ.

9.10. Parametros séricos

Los parametros séricos se evaluaron utilizando los siguientes kits comerciales: hierro
sérico IRON-FZ (Spinreact, Espafia), nitrdgeno ureico en sangre (BUN) UREA -37
(Spinreact, Espafa) y creatinina CREATININE-J (Spinreact, Espafia), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

9.11. Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism (version 9.5.1).
Los resultados se reportan como media + error estandar de la media (S.E.M). Los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando anélisis de varianza (ANOVA) de dos vias.

La significancia estadistica se establecid en p < 0.05.
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10. RESULTADOS

10.1. Efectos de la restriccion de hierro en la funcion mitocondrial y el estrés
oxidativo en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina

Resumen

La diabetes mellitus se caracteriza por una hiperglucemia crénica que causa disfuncion
mitocondrial y se ha observado una sobrecarga de hierro renal durante la diabetes.
Evaluamos los efectos de una dieta restringida en hierro (DRH) sobre la funcion
mitocondrial, el estrés oxidativo y los niveles de hierro mitocondrial en los rifiones de
ratas Wistar con diabetes inducida por estreptozotocina. La DRH mejoré la disfuncion
mitocondrial en ratas diabéticas al restaurar la respiracion mitocondrial y la actividad del
complejo respiratorio, mejorando el estrés oxidativo y el estado del glutation en las
mitocondrias renales. También observamos una sobrecarga de hierro mitocondrial.
Nuestros datos sugieren que los niveles elevados de hierro fueron atenuados por la
DRH, resultando en una modulacion del estrés oxidativo y la funcion mitocondrial en el

rinon.
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Diabetes mellitus is characterized by chronic hyperglycemia causing mitochondrial dysfunction and kidney iron
overload has been observed during diabetes. We evaluated the effects of an iron-restricted diet (IRD) on mi-
tochondrial function, oxidative stress, and mitochondrial iron levels in the kidneys of Wistar rats with strep-
tozotocin-induced diabetes. IRD liorated mitochondrial dysfunction in diabetic rats by restoring mi-
tochondrial respiration and respiratory complex activity, improving oxidative stress and glutathione status in
kidney mitochondria. We also observed mitochondrial iron overload. Our data suggest that elevated iron levels
were attenuated by IRD, resulting in modulation of oxidative stress and mitochondrial function in the kidney.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a heterogeneous metabolic disease char-
acterized by chronic hyperglycemia due to disturbances in insulin se-
cretion, defective insulin actions, or both (World Health Organization,
2006). The International Diabetes Federation (IDF) estimates that 463
million people have diabetes worldwide, with a projected rise to 578.4
million by 2030 (International Diabetes Federation, 2019). Chronic
hyperglycemia in diabetes is associated with long-term complications
that affect various organs and tissues, including the eyes, nerves, liver,
heart, and kidneys (Punthakee et al., 2018). Diabetic kidney disease
(DKD), characterized by proteinuria and loss of renal function, is the
most common global cause of chronic kidney disease (CKD) and end-
stage renal failure (Park, 2014).

The kidney is a “fuel-hungry” organ with high mitochondrial con-
tent, and the pathogenesis of DKD involves hemodynamic modifica-
tions, inflammation, and oxidative stress. Consequently, it modified
activity of antioxidant enzymes, as well as increased reactive oxygen
species (ROS) production (Vinod, 2012). Renal mitochondrial dys-
function leads to decreased oxidative phosphorylation (OXPHOS) and
energy production, structural and cellular alterations, and loss of renal
function (Galvan et al., 2017; Forbes and Thorburn, 2018). Therefore,
improving mitochondrial function and mitochondrial oxidative stress is
crucial for ameliorating DKD (Ortiz-Avila et al., 2013; Forbes and
Thorburn, 2018). Mitochondria-targeted antioxidants, such as MitoQ,

* Corresponding author.
E-mail address: saavedra@umich.mx (A. Saavedra-Molina).
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reportedly show beneficial effects in therapy of mitochondria-related
pathologies, eliminating ROS and rescuing cellular functionality
(Oyewole et al., 2014).

Iron is an important trace mineral that plays a myriad of roles in all
organi including n Is, serving as a prosthetic group for pro-
teins involved in central cellular processes, such as respiration, DNA
synthesis, and oxygen transport (Pantopoulos et al., 2012). However, its
ability to gain and lose electrons also allows iron to participate in the
generation of potentially harmful free radicals (e.g., OH radicals) via
the Fenton reaction, leading to oxidative stress (Pantopoulos et al.,
2012). A direct linkage between iron metabolism and diabetes has been
observed in iron metabolism diseases, such as hereditary hemochro-
matosis (HH) and p-thalassemia, and body iron stores are positively
associated with the development of glucose intolerance, type 2 dia-
betes, and gestational diabetes (Ferndndez-Real et al., 2002). Ad-
ditionally, iron homeostasis abnormalities have been reported in both
humans and animals with diabetes, leading to increased iron levels in
the kidney, and correlated with proteinuria levels, increased levels of
waste products (e.g., creatinine and urea), and other markers of renal
failure (Nankivell et al., 1994; Harris et al., 1995; Ward et al., 2005;
Dominguez et al., 2015). Mitochondrial iron overload has also been
described in several diseases, including Friedreich ataxia and Hun-
tington’s disease (Rouault, 2016; Agrawal et al., 2018). Recent evidence
shows that iron deprivation via a low-iron diet or iron chelation therapy
improves DKD, CKD, glucose tolerance, and lipid profiles (Morita et al.,
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2015; Tkeda et al., 2017).

The role of mitochondria in kidney iron accumulation remains un-
clear, as does the disruption of mitochondrial iron homeostasis during
diabetes. Here we investigated the effects of dietary iron restriction on
mitochondrial function (OXPHOS), oxidative stress, and mitochondrial
iron levels in the kidneys and serum of Wistar rats with streptozotocin
(STZ)-induced experimental diabetes.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

We used 2-month-old male Wistar rats weighing 250-300 g. Rats
were maintained in standard cages with a regular 12-h light/dark cycle,
and free access to food and water. After 16 h of fasting, diabetes was
induced in rats by a single intraperitoneal injection of 45 mg/kg
streptozotocin (STZ) freshly dissolved in 0.1 M citrate buffer (pH 4.5).
Normoglycemic rats were injected with citrate buffer (vehicle) alone.
Five days after STZ administration, diabetes was confirmed by glucose
level measurement using an Accu-chek blood glucometer, as described
by Tesch and Allen (2007). Only rats with fasting blood glucose of
=300 mg/dL were used for this study. Two weeks after STZ injection,
28 rats were randomly divided into four groups (n = 7 per group):
normoglycemic (NSD) and diabetic (DSD) rats fed a standard diet
(200 mg Fe/Kg of food; Teklad 2018S; Envigo Research Indianapolis,
Indiana, USA); and normoglycemic (NIRD) and diabetic (DIRD) rats fed
an iron-restricted diet (3 mg Fe/Kg of food). Body weight and glucose
levels were measured weekly. Eight weeks later, rats were sacrificed by
decapitation, and blood samples were collected for determination of
hemoglobin, serum iron, blood urea nitrogen, and creatinine levels.

2.2. Blood and serum parameters

Hemoglobin was measured in heparinized blood samples using the
colorimetric Drabkins cyanide method. Briefly, 10 uL of heparinized
blood was mixed with 0.012 mM potassium ferricyanide (K;[Fe(CN)g]),
1.54 mM potassium cyanide (KCN), and 0.04 mM dipotassium phos-
phate (KsHPO4). This mixture was incubated for 5 min and then the
absorbance was measured at 540 nm in a Perkin-Elmer UV/Vis Lambda
18 spectrophotometer (Perkin-Elmer Inc., Shelton, CT, USA).
Hemoglobin content was calculated using a standard curve for bovine
hemoglobin (Rice, 1967). Serum iron was determined using colori-
metry, according to Riemer et al. (2004). A 100-uL serum sample was
mixed with 200 pL fresh 1.0 M hydrochloric acid (HCI) solution, and
incubated for 2 h at 60 “C. We next added 250 pL of reagent solution
(0.52 mM ferrozine, 1.5 M ammonium acetate, and 1 M ascorbic acid),
and incubated the mixture for 30 min at room temperature. Absorbance
at 562 nm was measured in a Perkin-Elmer UV/Vis Lambda 18 spec-
trophotometer, and the iron concentration was calculated using a
standard curve for ferric chloride (FeCl;). Commercial kits were used to
determine levels of blood urea nitrogen (BUN; Urea 37; Spinreact) and
serum creatinine (Creatinine FS; DiaSys Diagnostics).

2.3. Mitochondrial isolation and respiration

Mitochondria were isolated following the modified method of
Saavedra-Molina and Devlin (1997). After treatment, rats were sacri-
ficed by decapitation. The kidneys were dissected, immediately placed
in ice-cold isolation buffer 1 [220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 2 mM
3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS), and 1 mM ethylene
glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N"-tetraacetic acid (EGTA)], dec-
apsulated, and chopped. Next, the tissue was homogenized using a
“Potter-Elvehjem™-type glass homogenizer and a Teflon piston. The
homogenate was centrifuged at 2,000 rpm for 10 min, and then the
supernatant was transferred to new tubes and centrifuged at 7,500 rpm
for 10 min. Next, the supernatant was removed, and the pellet
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resuspended in ice-cold isolation buffer 2 (220 mM mannitol, 70 mM
sucrose, 2 mM MOPS, and 0.2% w/v bovine serum albumin), and
centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. Finally, the pellet was re-sus-
pended in 1 mL of buffer 2, and the mitochondrial protein content was
assayed using a modification of the Biuret procedure (Gornall et al.,
1949) with bovine serum albumin (BSA) as the standard. In freshly
prepared renal mitochondria, mitochondrial respiration was polaro-
graphically measured using a Clark-type oxygen electrode connected to
a 5300A Biological Oxygen Monitor (YSI, Ohio, USA). A total of 1.0 mg
mitochondria was resuspended in respiration buffer [10 mM 4-(2-hy-
droxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 100 mM po-
tassium chloride (KCI), 3 mM magnesium chloride (MgCl,), and 3 mM
monobasic potassium phosphate (KH;PO4), pH 7.4] with the re-
spiratory substrates glutamate and malate (5 mM each; G + M). Re-
spiration and basal respiration were measured for 60 sec. Next, 100 uM
adenosine diphosphate (ADP) was added to evaluate respiratory state 3,
with monitoring for 2 min. Finally, we added 0.5 ug oligomyein to
evaluate state 4 respiration. The respiratory control rate (RCR) was
calculated as the ratio of state 3 over state 4 (Estabrook, 1967).

2.4. Determination of mitochondrial respiratory chain complex activities

Complex I (NADH:ferricyanide oxidoreductase) activity was as-
sessed using frozen-permeabilized mitochondria as previously de-
scribed (Ortiz-Avila et al., 2013), with slight modifications. A total of
0.1 mg protein was added to 50 mM potassium phosphate buffer (pH
7.4; KPB) and mixed with 0.5 mM thenoyltrifluoroacetone (TTFA), 1 ug
antimycin A, and 1 mM KCN. This mixture was incubated for 7 min at
room temperature, and then mixed with 10 pM K;[Fe(CN)¢] before
recording the basal fluorescence for 1 min at excitation/emission wa-
velengths o 352/464 nm in a Shimadzu RF-5301PC spectro-
fluorophotometer. Next, 100 uM B-Nicotinamide adenine dinucleotide
(-NADH) was added, and the changes in fluorescence were monitored
for 4 min. The specific activity was calculated using a standard curve
for 3-NADH.

The activities of complexes II (succinate-2.6-dichloroindophenol
(DCIP} oxidoreductase), 11 + Il (succinate-cytochrome ¢ oxidor-
eductase), and IV (cytochrome ¢ oxidase) were assayed using the Triton
100X-solubilized mitochondrial fraction. For complex 11, 0.3 mg of the
mitochondrial fraction was resuspended in KPB and mixed with 10 uM
rotenone, 1 mM KCN, and 1 pg antimycin A. This mixture was in-
cubated for 7 min at room temperature, and then 80 uM DCIP was
added and the basal absorbance was monitored for 1 min. The reaction
was started by addition of 10 mM succinate, and the changes in ab-
sorbance were monitored for 4 min in a Perkin-Elmer UV/Vis Lambda
18 spectrophotometer (Cortés-Rojo et al., 2007) Complex IT + III ac-
tivity was spectrophotometrically determined. We added 0.3 mg of the
mitochondrial fraction to KPB, followed by incubation with 10 uM ro-
tenone and 1 mM KCN for 7 min. Then we added 250 ug oxidized cy-
tochrome ¢ to the mixture, and recorded the basal absorbance for 1 min,
Next, 10 mM of succinate was added, and the changes in absorbance
measured for 4 min (Cortés-Rojo et al., 2007). To evaluate complex IV
activity, 0.3 mg of the mitochondrial fraction was incubated for 7 min
with 10 pg rotenone, 0.5 mM TTFA, and 1 pg antimycin A. We then
added 125 ug reduced cytochrome ¢ and monitored the changes in
absorbance for 3 min (Zentella de Pifa et al., 1989).

2.5. Determination of mitochondrial iron

Mitochondrial iron was evaluated according to Rebouche et al.
(2004), with modifications. First, mitochondria were purified by su-
crose step density gradient centrifugation, as previously described
(Clayton and Shadel, 2014). We next resuspended 1 mg purified mi-
tochondria in 100 pL ultrapure water (=18.0 MQ x cm) and mixed
this resuspension with 150 uL of 1 M HCI and 10% trichloroacetic acid.
This mixture was digested for 60 min at 95 °C, and then cooled to room
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temperature and centrifuged for 10 min at 9,200 rpm. Next, 100 pL of
the digested product was mixed with 400 pl. ferrozine chromogen so-
lution (0.508 mM ferrozine, 1.5 M sodium acetate, and 1 M ascorbic
acid in ultrapure water), and incubated for 30 min under constant
shaking at room temperature. Optical density at 562 nm was recorded
in a Shimadzu UV-2550 UV VIS Spectrophotometer. The total mi-
tochondrial iron concentration was calculated using an FeCl; analytical
standard.

2.6. Determination of reactive oxygen species

ROS production was determined using the fluorogenic probe 27,7
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) (Ortiz-Avila et al.,
2013). A total of 0.3 mg/mL mitochondrial protein was suspended in
buffer (10 mM HEPES, 100 mM KCl, 3 mM MgCl,, and 3 mM KH,PO,,
pH 7.4) and incubated with 12.5 utM H,DCFDA for 15 min in an ice bath
under shaking (Ortiz-Avila et al., 2013). After 1 min, basal fluorescence
was recorded. We then added 5 mM G + M and recorded the changes in
fluorescence for 60 min at excitation/emission wavelengths of 485/
520 nm in a Shimadzu RF-5301PC spectrofluorophotometer. These re-
sults are expressed as arbitrary units (AU) per mg protein.

2.7. Determination of lipid peroxidation and protein carbonylation

Lipid peroxidation was measured using thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), as described by Buege and Aust (1978) with slight
maodifications. Briefly, mitochondria were washed twice with cold PBS
(pH 7.4) to prevent the interference of soluble sugars in the medium.
Next, 0.3 mg/mL mitochondrial protein was suspended in PBS (pH 7.4),
and then mixed with reagent solution containing 0.375% thiobarbituric
acid (TBA), 15% trichloroacetic acid (TCA), 0.25 M HCI, plus 0.01%
BHT to prevent non-specific chromophore formation. This mixture was
incubated for 15 min in a boiling water bath. After cooling, the floc-
culent precipitate was centrifuged at 7500 rpm for 5 min. The absor-
bance was measured at 532 nm in a Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS
Spectrophotometer, using a molar extinction coefficient of 156 mM !
em™.

We measured protein carbonylation wusing the 24-dini-
trophenylhydrazine (DNPH) coupling method described by Wehr and
Levine (2013). A total of 0.2 mg mitochondrial protein was mixed with
10 mM DNPH in 2 M HCI and incubated for 10 min at room tempera-
ture. Proteins were precipitated with 10% TCA, centrifuged at
5000 x g, and washed with a mixture of ethanol-ethyl acetate (1:1) to
remove free DNPH. Finally, the pellets were resuspended in 10% so-
dium dodecyl sulfate (SDS), and the DNPH-coupled carbonylated pro-
teins were measured at 360 nm in a Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS
Spectrophotometer, using a molar extinction coefficient of 22,000 M ~*
em L

2.8. Deter of glutathi

status

Mitochondrial glutathione was evaluated using an enzymatic re-
cycling method, as described by Rahman et al. (2006). Total glu-
tathione was determined in 0.2 mg mitochondrial protein, which was
resuspended in 0.1% Triton-X and 0.6% sulfosalicylic acid in 100 mM
potassium phosphate buffer plus 5 mM EDTA, pH 7.5 (KPEB). Then this
mixture was subjected to three 20-sec cycles of sonication on ice, fol-
lowed by two freeze/defrost cycles, and then centrifugation at
7200 rpm. The supernatant (100 pL) was added to KPEB with 100 pM
5,5%-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) and 0.1 units/mL glutathione
reductase (GR), and incubated for 30 sec. The reaction was started by
addition of 50 pyM 3-NADPH and monitored for 5 min at 412 nm using a
Shimadzu UV-2550 UV VIS Spectrophotometer in kinetic mode. Re-
duced glutathione (GSH) was derivatized through incubation with 0.2%
4-vinylpyridine for 1 h at room temperature, yielding oxidized glu-
tathione (GSSG). GSH was calculated by subtracting GSSG from the
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total glutathione.
2.9. Determination of SOD2 activity and expression

SOD2 activity was determined using a commercial kit (19160,
Sigma-Aldrich), following the manufacturer’s instructions with slight
modifications. Briefly, 0.1 mg mitochondrial protein was resuspended
in 200 pL assay buffer, mixed with 20 pL enzymatic working solution,
and incubated for 30 min at 37 "C. Optical density was recorded at
450 nm in a Multiskan FC microplate reader (Thermo Scientific). The
results were expressed as units of SOD and were calculated using SOD
from E. coli as the standard. SOD2 expression was measured by im-
munoblotting. Mitochondrial protein was determined using the Lowry
method with BSA as the standard. A total of 60 ug protein was resolved
on SDS-polyacrylamide gels, and then transferred to polyvinylidene
fluoride membranes and blocked with 5% (w/v) non-fat milk in TBS-T
(Tris/HCI; NaCl, pH 7.6; and 0.05% TWEEN 20) at room temperature
for 1 h. Next, the membranes were incubated overnight at 4 °C with
primary monoclonal anti-SOD2 (1:2000) or anti-TOM20 (1:1000)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), and then incubated
overnight at 4 °C with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG antibody
(1:4000; Sigma-Aldrich, MO, USA). Images were acquired using a
ChemiDoc XRS + imaging system (Bio-Rad, USA) and images were
detected and analyzed with ImageLab 6.0.1. (Bio-Rad, USA). The re-
lative protein levels were calculated based on TOM20 expression as a
loading control, and SOD2 was expressed as relative units.

2.10. Animal use statement

All experimental procedures were conducted in accordance with the
recommendations of the Mexican Federal Regulations for the Use and
Care of Animals (NOM-062-Z00-1999, Ministry of Agriculture,
Mexico). The protocols were approved by the Institutional Committee
for Use of Animals of the Universidad Michoacana de San Nicolds de
Hidalgo (folio 08/2019).

2.11. Statistical analysis

Results are reported as mean = standard deviation. The sig-
nificance of differences in the mean were assessed using two-way
ANOVA, followed by Tukey's multiple comparison test. A p value of
=0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Effects of iron-restricted diet on body weight, and blood and serum
parameters in diabetic rats

Compared to normoglycemic rats, rats with experimental STZ-in-
duced diabetes exhibited a 45% decrease of body weight (BW) after
8 weeks (Table 1). Iron restriction did not significantly affect BW in
normoglycemic rats. However, among diabetic rats, 8 weeks of iron
restriction led to a 24.7% increase of BW, as well as a slight significant
decrease of blood glucose. Hemoglobin levels were similar between
control and diabetic rats. In contrast, serum iron levels were higher
among diabetic rats compared to normoglycemic rats. The iron-re-
stricted diet decreased both hemoglobin and serum iron in diabetic rats.
Compared to normoglycemic rats, diabetic rats exhibited elevated BUN
and serum creatinine, two markers of renal function, these increases
were ameliorated by iron restriction (Table 1).

3.2. Effects of iron-restricted diet on mitochondrial respiration
To examine the effects of iron-restricted diet on mitochondrial

function, we used NADH-linked substrates (G + M) to evaluate mi-
tochondrial respiration in mitochondria freshly isolated from both
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Table 1
Effects of iron-restricted diet on body weight, blood glucose and serum parameters.
Body weight () Glucose (mg/dl) Hemoglobin (g/dL) Serum fron (pg/dL) BUN (mg/dL) Creatinine (mg/dL)
NSD 401 = 307" 827 = 85° 157 = 04 69.2 = 69" 186 = 41" 021 = 0.06"
DSD 218 = 272.7° 546.4 = 51.4° 155 + 04" 1104 =+ 126" 326 = 10.2° 134 = 05*
NRID 426 = 221" 90.8 = 6.9 15 = 16" 441 = 48 153 = 2n* 019 = 0.04"
DRID 272 = 285" 401.8 = 855" 120 + 1.3° 451 *+ 52° 03 = 54° 035 = 036"

Note: Results are expressed as mean = SD, n = 7. Different letters indicate significant differences between groups (p < 0.05) by two-way ANOVA with Tukey's post-

hoc test, BUN, blood urea gen. NSD, glycemic rats fed a dard dier; DSD, diab rats fed a dard diet; NIRD, emic rats fed an iron-
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Fig. 1. Effects of | ricted diet on mitochondrial respiration, (A) Resp y state 3 activity: ADP lated and G + M-respi dependent. (B) Respi v

state 4 activity: oxygen uptake in the presence of oligomycin and no ATP synthesis by OXPHOS. (C) Respiratory control ratio (state 3/state 4), representing the
mitochondrial coupling state. Results are expressed as mean * standard deviation, n = 7. Different letters indicate significant differences between groups
{p = 0.05) by two-way ANOVA with Tukey's post-hoc test. SD, standard diet; IRD, iron-restricted diet.

kidneys. Both state 3 (ADP-dependent) and state 4 (ADP-independent)
activities were increased in the diabetic rats compared to normogly-
cemic rats (Fig. 1A, B). Moreover, these increases in diabetic rats were

liorated by the i icted diet (Fig. 1A, B). We also determined
the respiratory control ratio (RCR; state 3 activity/state 4 activity)
(Fig. 1C), which is an indicator of the coupling state of mitochondria.
Among rats fed a dard diet, diabetic rats showed lower RCR values
compared to normoglycemic rats. In contrast, among rats fed the iron-
restricted diet, diabetic rats displayed a higher RCR compared with
normoglycemic rats.

3.3. Effects of iron-restricted diet on mitochondrial complex activities

Next, we determined mitochondrial complex activities to examine
the effects of dietary iron restriction on mitochondrial functionality
(Fig. 2). Among rats fed a standard diet, the activities of complexes 1
and 11 were slightly but significantly increased in diabetic rats com-
pared to normoglycemic rats. Iron restriction in diabetic rats prevented
this increased activity of both complexes (Fig. 2A, B). On the other
hand, among rats fed a standard diet, the activities of complexes I1l and
IV were decreased in diabetic rats (Fig. 2C, D). With the iron-restricted
diet, diabetic rats no longer showed reduced complex III activity, but
still showed lower complex IV activity compared to normoglycemic
rats, Normoglycemic rats fed the iron-restricted diet exhibited

(87]



Donovan J. Peifia Montes

D.J. Peiia-Montes, et al.

B Diabetic

2000

Complex |
[umoles NADH/min/mg prot]

Complexes II-llI
[umoles of cit c/min/mg prot]
w
S

P &

Mitochondrion 54 (2020) 41-48

Complex Il
[umoles DCIP/min/mg prot]

Complex IV
[umoles of cit c/min/mg of prot]
[~ 2

$ &

Fig. 2. Effects of an iron-restricted diet on mitochondrial complex activities. (A) Complex 1 activity. (B) Complex Il activity. (C) Complex 1I-111 activity. (D) Complex
1V activity. Results are expressed as mean = standard deviation, n = 7, Different letters indi ignifi iffe b groups (p = 0.05) by two-way

ANOVA with Tukey's post-hoc test. SD, standard diet; IRD, {ron-restricted diet.

decreases in all respiratory complex activities.

3.4. Effects of iron-restricted diet on mitochondrial iron levels

To address whether mitochondrial dysfunction in the kidney is as-
sociated with mitochondrial iron accumulation in diabetes, we de-
termined the total mitochondrial iron levels (Fig. 3). Compared to
normoglycemic rats, diabetic rats showed a 2.5-fold increase of mi-
tochondrial iron levels in whole-kidney mitochondria. Diabetic rats fed
an iron-restricted diet exhibited partial reduction of their increased
mitochondrial iron levels.

3.5. Effects of iron-restricted diet on ROS production

We next examined the ROS production in isolated mitochondria
from diabetic rats and found that ROS production was significantly
increased by ~46% compared to in control rats (Fig. 4). Compared to
diabetic rats fed a standard diet, diabetic rats fed the iron-restricted diet
showed significantly reduced ROS production, like that observed in
normoglycemic rats. Among normoglycemic rats, those fed an iron-re-
stricted diet showed a slight but significant increase of ROS production
compared to those fed a standard diet.

3.6. Effects of iron-restricted diet on mitochondrial oxidative damage and
mitochondrial antioxidant biomarkers

Compared to normoglycemic rats, diabetic rats exhibited

Ml Normoglycemic
I Diabetic

»
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[ng Fe/mg prot]
s D
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Fig. 3. Effects of iron-restricted diet on mitochondrial iron levels, Results are
expressed as mean + standard deviation, n = 7. Different letters indicate

significant differences between groups (p < 0.05) by two-way ANOVA with
Tukey's post-hoc test. SD, standard diet; IRD, iron-restricted diet.

significantly increased oxidative damage in mitochondria, e.g., lipid
peroxidation (TBARS) and protein carbonylation (DNPH-conjugation)
(Fig. 5A, B). In diabetic rats, the iron-restricted diet decreased lipid
peroxidation by ~45% compared to in diabetic rats fed a standard diet.
Diabetic rats fed the iron-restricted diet also exhibited decreased
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Fig. 4. Effects of iron-restricted diet on Reactive Oxygen Species production.
Results are expressed as mean * standard deviation, n = 7. Different letters
indicate significant differences between groups (p = 0.05) by two-way ANOVA
with Tukey’s post-hoc test, AU, arbitrary units. SD, standard diet; IRD, iron-
restricted diet.

protein carbonylation levels compared to in diabetic rats fed a standard
diet.

Diabetic rats also showed alterations in GSH and GSSG and ex-
hibited a decreased GSH/GSSG ratio compared to normoglycemic rats,
while total glutathione was unaffected (Fig. 5C-F). These changes in
mitochondrial glutathione status were improved in diabetic rats fed the
iron-restricted diet. Compared to diabetic rats fed a standard diet, those
fed the iron-reduced diet exhibited reduced GSSG levels, increased GSH
levels, and an improved GSH/GSSG ratio.

We also analyzed SOD2 activity and expression. Our results showed
reduced SOD2 activity in diabetic rats compared to normoglycemic rats
(Fig. 5G), but no differences in SOD2 expression (Fig. 5H, I). Diabetic
rats fed the iron-restricted diet exhibited significantly increased SOD2
activity and expression compared to both normoglycemic rats and
diabetic rats fed a standard diet (Fig. 5H, I).

4. Discussion

Iron plays important roles in mair physiological hc
in all organisms; however, its ability to gain and lose electrons also
enables its participation in the generation of potentially harmful free
radicals; thus, iron levels must be tightly regulated (Anderson et al.,
2012). Kidney iron overload has been reported in diabetes (Johnson
and Evans, 1984; Nankivell et al.,, 1994; Dominguez et al., 2015).
Moreover, previous studies have suggested that iron restriction may
improve the deleterious effects of diabetes (increasing insulin secretion
and sensitivity) and improve renal function and hypertension in dia-
betes and CKD models (Cooksey et al., 2010; Minamiyama et al., 2010;
Naito et al., 2012; Tkeda et al., 2013; Mdérquez-lbarra et al., 2016).
These previous reports are in line with our present results regarding the
renal function markers BUN and serum creatinine, which were im-
proved in diabetic mice fed an iron-restricted diet (Table 1).

Mitochondrial iron accumulation has been reported in Huntington's
disease and in aging, but it remains unclear whether iron dysregulation
in mitochondrion is part of the pathophysiology of DKD (Seo et al,,
2008; Agrawal et al., 2018). In the present study, we reported for the
first time that STZ-induced experimental diabetes was associated with
increased renal levels of mitochondrial iron, indicating that diabetes is
a cause of accelerated iron overload in mitochondria. This iron overload
could be caused by increased absorption of iron in the body, and its
subsequent accumulation in the kidneys, due to a deficiency of the
peptide hormone hepcidin in the diabetic milieu. Hepcidin is a central

(89]

46

Mitochondrion 54 (2020) 41-48

molecule in the regulation of systemic iron homeostasis, and hepcidin
deficiency leads to iron overabsorption and alterations of iron transport
proteins in diabetes, leading to iron overload in the kidneys (Ward
et al., 2005; Wang et al., 2014; Ghosh et al., 2015).

Notably, abnormalities in mitochondrial function are a common

p of the pathophysiology of diabetic kidney disease. In our
laboratory, we previously reported that the kidneys of diabetic rats’
exhibit modifications in the redox state and in oxidative and nitrosative
stress, accompanied by changes in mitochondrial function (Noriega-
Cisneros et al., 2013; Pérez-Gallardo et al., 2014), Diabetic rats also
reportedly show dysregulation of mitochondrial complex activities—for
example, increased complex 1 activity, which may occur due to an
NADH/NAD + redox imbalance caused by NADH overproduction or
HNE modifications in complex I subunits (Wu et al,, 2015; Wu et al,
2017). Here we demonstrated increased complex I and II activities in
diabetic rats (Fig. 2). These increases were prevented by the iron-re-
stricted diet, through downregulation of the proteins’ activities in en-
ergy metabolism, without an increase of ROS production (Fig. 4). Such
modulations in the use of respiratory substrates linked to NADH and
complex II have been reported to promote an improved redox state in
diabetes and Alzheimefs disease, contributing to normalizing ROS
production and mitochondrial membrane potential (Nishikawa et al,,
2000; Starkov and Fiskum, 2003; Pospisilik et al., 2007; Zhang et al.,
2015). Similarly, in diabetes, decreased activity of mitochondrial
complex III in the kidneys is reportedly caused by post-translational
modifications related to oxidative stress, which is closely related to
increased mitochondrial ROS production (Rosca et al, 2005;
Munusamy et al., 2009; Raza et al., 2011; Ortiz-Avila et al., 2013).

Decreasing ROS production and restoring mitochondrial function-
ality and homeostasis can reverse cell damage and improve renal
function in kidney disease (Bhargava and Schnellmann, 2017). The
mitochondria-targeted antioxidant MitoQ shows beneficial effect in
diabetes, decreasing mitochondrial ROS and oxidative damage, as well
as anti-inflammatory actions. Likewise, mitochondria-targeted iron
chelators have been successfully used to ameliorate iron overload and
improve mitochondrial function and oxidative damages (Reelfs et al,
2016; Agrawal et al.,, 2018). Our present results suggest that iron re-
striction decreased mitochondrial damage and mitochondrial dysfunc-
tion and prevented iron accumulation in the kidneys of rats with ex-
perimental diabetes, indicating a preventive effect by decreasing
oxidative stress associated with iron accumulation. These results are in
accordance with prior observations that decreasing iron levels in an
organism prevents kidney injury and oxidative stress (Tkeda et al.,
2017). These effects may also be explained by i ing of
mineralocorticoid receptors, leading to hemodynamic modification, as
well as oxidative stress through inhibition of NADPH oxidase activity in
chronic kidney disease (Naito et al., 2012; Tajima et al.,, 2012; Naito
et al., 2013).

Likirad o 1

5. Conclusion

In conclusion, our present results demonstrated that experimental
STZ-induced diabetes in rats was associated with increased mitochon-
drial iron levels, and that an iron-restricted diet attenuated mitochon-
drial iron accumulation and modulated oxidative stress and mi-
tochondrial function in the kidneys. Further studies are needed to
determine the mechanism by which the diabetic milieu leads to iron
overload in kidney mitochondria.
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10.2. La quelacién de hierro mitiga la disfuncién mitocondrial y el estrés
oxidativo incrementando la respuesta antioxidante mediada por NRF2 en la
corteza renal de un modelo murino de diabetes tipo 2

Resumen

La sobrecarga renal de hierro es una complicacion comun de la diabetes que conduce
al estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial en los rifiones. Este estudio investigo los
efectos de la quelacion de hierro utilizando deferiprona sobre la disfuncion mitocondrial
y el estrés oxidativo en la corteza renal de un modelo murino de diabetes tipo 2. Las
ratas diabéticas fueron tratadas con deferiprona (50 mg/kg de peso corporal) durante
16 semanas. Nuestros resultados muestran que la quelacion de hierro con deferiprona
aumento significativamente la acumulacion nuclear de Nrf2, un factor de transcripcion
que regula la expresion de enzimas antioxidantes. Esto llevo a una mayor capacidad
antioxidante, una reduccion en la produccion de especies reactivas de oxigeno y una
mejora en la funcion bioenergética mitocondrial en ratas diabéticas. Sin embargo, la
quelacion crénica de hierro condujo a una alteracion de la respiracion mitocondrial y un
aumento del estrés oxidativo en ratas no diabéticas. En conclusion, nuestros hallazgos
sugieren que la quelacion de hierro con deferiprona protege la bioenergética
mitocondrial y mitiga el estrés oxidativo en la corteza renal, involucrando la via NRF2

en la diabetes tipo 2.
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Renal iron overload is a common complication of diabetes that leads to oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in the kidneys. This study investigated the effects of iron chelation using deferiprone on mito-
chondrial dysfunction and oxidative stress in the renal cortex of a murine model of type 2 diabetes. Diabetic rats
were treated with deferiprone (50 mg/kg BW) for 16 weeks. Our results show that iron chelation with defer-
iprone significantly increased the nuclear accumulation of Nrf2, a transcription factor that regulates the

expression of antioxidant enzymes. This led to enhanced antioxidant capacity, reduced production of reactive
oxygen species, and improved mitochondrial bioenergetie function in diabetic rats. However, chronie iron
chelation led to altered mitochondrial respiration and increased oxidative stress in non-diabetic rats. In
conclusion, our findings suggest that iron chelation with deferiprone protects mitochondrial bioenergetics and
mitigates oxidative stress in the renal cortex, involving the NRF2 pathway in type 2 diabetes.

1. Introduction

Diabetes encompasses a group of chronic endocrine and metabolic
diseases characterized by persistent hyperglycemia resulting from in-
sulin resistance and/or deficiencies in insulin secretion due to
dysfunction of pancreatic p-cells (International Diabetes Federation
(IDF), 2021; American Diabetes Association, 2022). The proportion of
individuals affected by diabetes, particularly type 2 diabetes (T2D), has
dramatically increased over the last few decades, accounting for
approximately 90-95 % of the 536.6 million registered cases, and is one
of the leading causes of death worldwide (IDF, 2021). Both hypergly-
cemia and insulin resistance have negative effects on various tissues and
organs, leading to complications (Jellinger, 2009). Hyperglycemia in-
duces oxidative distress, mitochondrial dysfunction, and enhanced
production of reactive oxygen species (ROS), leading to endothelial

dysfunction and vascular complications (Forbes et al., 2008; Forbes and
Thorburn, 2018). Mitochondrial dysfunction is a key factor in the
development of diabetic complications, such as diabetic nephropathy
(Forbes and Thorburn, 2018; Natesan and Kim, 2021). Diabetic ne-
phropathy (DN), also known as diabetic kidney disease (DKD), is one of
the principals and most significant long-term complications in patients
with diabetes, owing to its high morbidity (40 % in patients with T2D)
and mortality, according to the IDF Diabetes and Kidney Disease Report
(IDF, 2023). DKD arises from a series of metabolic, hemodynamic, and
inflammatory changes in the kidneys in the diabetic milieu, resulting in
glomerular sclerosis and fibrosis (Giunti et al., 2006; Alicic et al., 2017).
DKD is characterized by albuminuria and impaired glomerular filtration
rate, which are the main causes of chronic kidney disease and end-stage
renal disease in North American countries, including Mexico (Agudelo-
Botero et al., 2020; IDF, 2023). Mitochondrial oxidative distress and
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dysfunction in the renal cortex play crucial roles in the development of
diabetic nephropathy (Zeni et al., 2017; Forbes and Thorburn, 2018).
Therefore, targeting mitochondrial dysfunction and oxidative distress
may be a promising therapeutic strategy for the prevention and treat-
ment of diabetic complications (Zhang et al., 2023). In addition to the
alterations in carbohydrate, lipid, and protein metabolism observed in
diabetes, recent evidence suggests that the metabolism of other nutri-
ents, including iron, is disrupted in individuals with diabetes (Swami-
nathan et al., 2007; Andrew et al., 2015; Venkatesan et al., 2021). Iron is
an essential element for life that plays crucial roles in various biological
processes. However, its reactive nature can be potentially harmful to
cells, particularly via ROS production and oxidative stress (Dixon &
Stockwell, 2013). Iron overload has been frequently observed in T2D in
various organs and tissues, including the kidneys (Geng et al., 2022;
Lopez et al.,, 2022). However, the pathways underlying iron accumula-
tion in T2D are still not fully understood. Wang et al. (2014) demon-
strated that insulin deficiency and a high-fat diet significantly reduced
hepcidin expression, leading to high levels of body iron. This indicates
that insulin plays an important role in iron overload in T2D by regu-
lating hepcidin expression through the activation of STAT3 via the
extracellular signal-related kinase (ERK) pathway. However, it should
be noted that iron accumulation may be at least partially attributed to
the insulin-mediated regulation of hepcidin expression, because hepci-
din regulation also involves other mechanisms (Ganz and Nemeth, 2012;
Ambachew and Biadgo, 2017). Furthermore, growing evidence has
implicated ferroptosis, a form of regulated cell death characterized by
iron-dependent lipid peroxidation, in the pathophysiology of diabetes
and its complications, including DKD (Dixon et al., 2012; Sha et al.,
2021; Mengstie et al., 2023). Iron overload is associated with increased
ROS production and mitochondrial dysfunction in various diseases, and
iron chelation improves oxidative stress and protects against complica-
tions (Urrutia et al., 2014; Rouault, 2016). Previous findings from our
laboratory have demonstrated that reducing dietary iron intake can
result in an enhanced redox state in various tissues, including the skel-
etal muscle and kidneys, in streptozotocin-induced diabetic rats (Pena-
Montes et al., 2020; Vargas-Vargas et al., 2022). Previous studies have
demonstrated the potential benefits of the iron chelator deferiprone in
diabetes, including improved renal function, reduced proteinuria, and
decreased inflammation (Rajapurkar et al., 2013; Zou et al., 2017).
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a transcription factor
that regulates the expression of antioxidant enzymes and plays a critical
role in the cellular defense against oxidative stress and in iron meta-
bolism (Ruiz et al., 2013; David et al., 2017; Kerins & Ooi, 2018). Nrf2
activation enhances the expression of antioxidant enzymes and reduces
oxidative distress in various diseases, including T2D (David et al., 2017).
In addition, Nrf2 controls cellular iron levels by enhancing the pro-
duction of ferritin (FTL and FTH1), which helps decrease the labile iron
pool and provides protection against ferroptosis (Kerins & Ooi, 2018).
However, the underlying mechanisms, particularly those involved in
mitochondrial function and oxidative distress, have not been extensively
explored. This study aimed to examine the effect of iron chelation with
deferiprone on mitochondrial function and the Nirf2/KEAP1-mediated
oxidative distress response in the renal cortex of rats with type 2 dia-
betes induced by a high-fat diet and low-dose streptozotocin.

2. Material and methods

In this study, male Wistar rats (12 weeks, 350-400 g) were used. The
rats were generously donated by Dr. Esther Cortés-Olvera and Dr.
Miguel Lopez-Vazquez from the Center for Biomedical Research of
Michoacdn of the Mexican Institute of Social Security (CIBIMI-IMSS).
The rats were housed under standard environmental conditions, with a
12-h light/dark cycle at 25 °C with ad libitum access to food and water.
All procedures were approved by the Bioethics Committee of the
Chemical-Biological Research Institute and were conducted in accor-
dance with the guidelines of the Official Mexican Standard NOM-062-
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Z00-1999 “Technical Specifications for the Production, Care, and Use
of Laboratory Animals”.

2.1. Experimental design

The rats were divided into four groups: control, standard diet [cal-
ories provided by 1 g of chow: 8.6 % total fat (15 % saturated fat, 35 %
monounsaturated fat, and 50 % polyunsaturated fat), 62.2 % carbohy-
drates, and 29.2 % protein] (8.6 % fat, 62.2 % carbohydrates, and 29.2
% protein) (Nutricubos®, Agribrands Purina, MX); diabetic (high-fat
diet plus streptozotocin); diabetic (high-fat diet and streptozotocin) plus
oral iron chelator deferiprone (50 mg/Kg of BW), and normoglycemic/
healthy plus oral iron chelator deferiprone group (50 mg/Kg of BW).
Both diabetic groups were fed a high-fat diet based on lard [calories
provided by 1 g of chow: 47 % total fat (27.2 % saturated fat, 35.3 %
monounsaturated fat, and 35.7 % polyunsaturated fat, 1.8 % choles-
terol), 32 % carbohydrates, and 21 % protein] for 6 weeks. After the 6-
week period, an oral glucose tolerance test was performed (2 g glucose/
kg BW after an 8-h fast) using a glucometer (Accu-Chek® Performa,
Roche, DE). Only animals with blood glucose levels > 140 mg/dL 2 h
after the test were considered to have impaired glucose control and two
intraperitoneal injections of streptozotocin were administered (25 mg/
kg BW) with a one-week interval between the injections. Five days after
the streptozotocin injection, glucose levels were measured, and only
subjects with blood glucose levels > 200 mg/dL were considered dia-
betic. The groups were orally administered the iron chelation treatment
deferiprone (cat. no. 379409; Sigma-Aldrich, USA) via a cannula at a
dose of 50 mg/kg BW daily for 16 weeks. The control and diabetic
groups were administered vehicle (20 % glycerol). At the end of the
treatment, the animals were euthanized by decapitation and blood was
collected for subsequent serum analysis. Each group comprised eight
individuals (n = 8).

2.2. Isolation and purification of mitochondria

Experimental animals were sacrificed by decapitation; the kidneys
immediately removed and placed in a Petri dish containing isolation
buffer at 4 “C (220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 2 mM 3-(N-mor-
pholino) propanesulfonic acid (MOPS), and 1 mM ethyleneglycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), pH 7.4, and renal
cortex was carefully dissected from both kidneys under a magnifying
glass. The tissue was washed with the same buffer to remove excess
blood and homogenized using a Potter-Elvehjem-type tissue homoge-
nizer at 500 rpm. An aliquot of the homogenate was separated to isolate
the cytosolic and nuclear fractions. Mitochondria were isolated by dif-
ferential centrifugation according to the Saavedra-Molina and Devlin
(1997) methods and purified using a discontinuous Percoll gradient.
Mitochondria were preserved in the isolation buffer without EGTA. The
concentration of mitochondrial proteins in the samples was quantified
using the biuret method (Gornall et al., 1949). All reagents and buffers
were prepared using deionized water (diH20) (resistivity ~18.2 MQ-
cm). Freshly isolated mitochondrial samples were used immediately,
and a portion was aliquoted and stored at —70 °C for subsequent use.

2.3. Mitochondrial membrane potential

The determination of mitochondrial membrane potential (A¥m) was
performed fluorometrically using the fluorescent probe safranin ac-
cording to Figueira et al. (2012). First, a suspension was prepared with
freshly isolated mitochondria, and 1 mg of mitochondrial protein was
resuspended in buffer (250 mM sucrose, 10 mM HEPES, 2 mM KH3PO4,
and 1.4 mM MgCly, pH 7.4) and mixed with 7.5 uM safranin. Baseline
fluorescence was recorded at excitation and emission wavelengths of
495 nm and 580 nm, respectively, at a thermostat-regulated tempera-
ture of 25 °C. Subsequently, respiratory substrates linked to NADH
(glutamate plus malate, 5 mM + 5 mM) and FADH (succinate, 5 mM)
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were added, and fluorescence quenching was recorded until a steady-
state signal was established. Then, 1 pM of the depolarizing proto-
nophore carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) was
added to dissipate the A¥m.

2.4. Mitochondrial respiration

Mitochondrial respiration was measured using a Clark-type electrode
connected to an YSI 5300A oxygen monitor (Li and Graham, 2012).
Freshly isolated mitochondrial samples were resuspended in a respira-
tion buffer containing 10 mM HEPES, 100 mM KCl, 1.4 mM MgCl;, and
3 mM KH3PO4 at pH 7.4 and kept at 25 °C. Basal mitochondrial respi-
ration was measured in the presence of respiratory substrates linked to
NADH (glutamate plus malate, 5 mM + 5 mM) or FADH; (succinate, 10
mM + 1 uM rotenone), in the absence of ADP. State 3 respiration, or
coupled respiration, was stimulated by the addition of 200 yM ADP
(adenosine 5-diphosphate disodium salt) to promote ATP synthesis,
followed by the inhibition of ATP synthase with 2 ug oligomycin to
induce state 4 Omy respiration. Non-coupled respiration was measured
in the presence of 1 yM CCCP for maximum electron transport through
the respiratory chain. Residual oxygen consumption was measured by
adding 2 pM antimycin A. The respiratory control ratio (RCR) was
calculated as the ratio of the state 3 to state 4 Omy respiration rates.

2.5. Reactive oxygen species assay

The generation of reactive oxygen species (ROS) was assessed ac-
cording to Batandier et al. (2006), with some modifications, using
freshly isolated mitochondria. Mitochondrial protein (1.0 mg) was
resuspended in a cold respiration buffer (10 mM HEPES, 100 mM KCl, 3
mM MgCly, and 3 mM KH,PO,4) at pH 7.4 and incubated for 10 min with
the permeable probe 2',7-dichlorofluorescein 3,6 -diacetate (12.5 uM)
at 4 °C and 80 rpm. Subsequently, the samples were equilibrated at a
thermostat-controlled temperature of 25 °C, and the fluorescence trace
was initiated at excitation and emission wavelengths of 485 nm and 520
nm, respectively. To evaluate ROS generation, substrates linked to
NADH, (glutamate plus malate, 5 mM + 5 mM), FADH, (succinate 10
mM) were used.

2.6. Evaluation of mitochondrial respiratory chain enzymatic activities

The enzymatic activities of the electron transport chain complexes
were assessed following the protocols described by Pena-Montes et al.
(2020) and Spinazzi et al. (2012). Activity was measured in per-
meabilized mitochondria using three consecutive freeze-thaw cycles
followed by osmotic shock. The activity of mitochondrial complex I was
determined as the NADH:decylubiquinone oxidoreductase ratio. Briefly,
100 pg of mitochondrial protein was mixed and incubated for 7 min in
50 mM potassium phosphate buffer (KPB) at pH 7.5 (KPB), 100 pg of
bovine serum albumin, 2.5 pM antimycin A, and 500 uM KCN. The
catalytic activity was initiated by adding 100 pM NADH in the presence
of 100 uM decylubiquinone, and the decrease in NADH fluorescence was
recorded spectrofluorometrically at excitation and emission wave-
lengths of 352 nm and 464 nm, respectively, using a Shimadzu RF-
5301PC spectrophotometer. The activity of the mitochondrial complex
II was determined as the succinate:2,6-dichlorophenol-indophenol
(DCIP) oxidoreductase ratio. Briefly, 100 pg of mitochondrial protein
was mixed and incubated for 5 min in 50 mM KPB, 100 pg of bovine
serum albumin, 20 mM succinate, 10 uM rotenone, 2.5 pM antimycin A,
and 0.5 mM KCN. The activity was measured spectrophotometrically in
the presence of 80 uM DCIP at 600 nm for 5 min using a Perkin-Elmer
UV/Vis Lambda 18 spectrophotometer. Complex III was assayed as the
decylubiquinol:cytochrome ¢ oxidoreductase ratio. Briefly, 100 pg of
mitochondrial protein was mixed and incubated for 3 min with 50 mM
KPB, 0.0125 % Tween-20, 10 uM rotenone, 500 uM 2-thenoyltrifluoroa-
cetone, 500 uM KCN, 150 pM disodium EDTA, and 100 ug bovine serum
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albumin. The activity was recorded after the addition of 250 pg of
oxidized cytochrome ¢, followed by the addition of 100 pM decylubi-
quinol (reduced with potassium borohydride) at 550 nm. Complex IV
activity was determined as cytochrome ¢ oxidase activity; 50 pg of
mitochondrial protein was mixed and incubated for 3 min in 50 mM KPB
supplemented with 10 uM rotenone, 500 uM 2-thenoyltrifluoroacetone,
and 2.5 pM antimycin A. Then, 200 pg of reduced cytochrome ¢ with
sodium dithionite was added, and changes in absorbance were recorded
at 550 nm. Independent assays were performed using specific inhibitors
to estimate the enzymatic activity of each respiratory chain complex.
Rotenone (10 uM) was used for complex I inhibition, 2-thenoyltrifluor-
oacetone (500 uM) for complex II inhibition, antimycin A (2.5 uM) for
complex III inhibition, and KCN (500 uM) for complex IV inhibition. All
assays were performed at 30 °C.

2.7. Mitochondrial swelling

Mitochondrial swelling was assessed by light scattering at 540 nm,
according to the method of Aguilera-Aguirre et al. (2002) with slight
modifications. Mitochondrial protein (1 mg/mL) was resuspended in a
buffer containing 250 mM sucrose, 10 mM HEPES, 2 mM H3POy4, 2 mM
MgCl;, 5 mM glutamate, and 5 mM malate, at pH 7.4 and 37 “C. Changes
in light scattering were monitored, and once optical density reached a
stable baseline, 25 uM Ca®" was added to induce mitochondrial swelling
through the opening of the mitochondrial permeability transition pore.
A separate assay was conducted by adding 1 pM ruthenium red to inhibit
the opening of the mitochondrial permeability transition pore via the
mitochondrial calcium uniporter.

2.8. Mitochondrial glutathione status and lipid-peroxidation levels

The mitochondrial glutathione status (total glutathione, oxidized
glutathione (GSSG), and reduced glutathione (GSH)) was determined
spectrophotometrically using the enzymatic recycling method with
glutathione reductase, NADPH, and the chromogenic reagent 5,5
dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) at 412 nm on a Perkin-Elmer
UV /Vis Lambda 18 spectrophotometer, following the protocol described
by Pena-Montes (2020). To release glutathione from the samples (2 mg
of mitochondrial protein in 100 mM phosphate buffer, 5 mM disodium
EDTA, 0.1 % Triton-X, and 27.5 mM 5-sulfosalicylic acid), a combina-
tion of sonication and freezing/thawing cycles was performed. The
samples were then centrifuged at 5000 x g. For the measurement of total
glutathione, 100 L of the resulting supernatant was mixed with 100 mM
phosphate buffer, 5 mM disodium EDTA, 100 mU of glutathione
reductase, and 100 uM DTNB. The enzymatic reaction was initiated by
adding 50 pM NADPH, and the absorbance was recorded for 5 min at
30 °C. The derivatizing reagent 4-vinylpyridine (0.2 %) was used to
determine oxidized glutathione. The concentration of GSH was calcu-
lated by subtracting the amount of GSSG from total glutathione. From
these data, the GSH/GSSG ratio was calculated as an index of gluta-
thione redox state. Lipid peroxidation was assayed using the thio-
barbituric acid reactive substance (TBARS) assay (Buege and Aust,
1978). Mitochondrial samples were filtered from the storage medium
and resuspended in PBS (pH 7.4). The sample (0.5 mg) was mixed with
2.93 mM thiobarbituric acid, 92 mM trichloroacetic acid, 2.5 M, and
0.01 % butylated hydroxytoluene, and incubated in a boiling water bath
for 20 min. The samples were centrifuged at 7500 rpm for 5 min at 25 °C,
and the absorbance was measured at 532 nm.

2.9. Glutathione peroxidase, glutathione reductase, and superoxide
dismutase enzymatic activity

Glutathione peroxidase activity was assayed spectrofluorometrically
according to the method described by Lawrence and Burk (1976) with
some modifications. Glutathione reductase was assayed spectrofluoro-
metrically according to the method described by Carlberg and
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Mannervik (1985), with some modifications. Superoxide dismutase
(SOD) was determined using a Sigma-Aldrich SOD assay kit-WST
(19160) (Sigma, St. Louis, MO, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

2.10. Western blot analysis

For the Western blot analysis, monoclonal or polyclonal antibodies,
including anti-3-nitrotyrosine (sc-32757), anti-Nrf2 (sc-365949), anti-
B-tubulin (sc-55529), anti- HDAC1(sc-81598), anti-Tom20 (sc-17764),
anti-GPX 1/2 (sc-133160), anti-Keapl (sc-514914), anti-GPX4 (sc-
166570), anti-SIRT3 (s¢-365175), anti-SOD1 (s¢-271014), and anti-
SOD2 (sc-30080) were used. A total of 60 ug of different cellular frac-
tions (cytosolic, mitochondrial, or nuclear) were resolved on SDS-PAGE
gel and blotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane using
wet transfer method. The blots were blocked with 5 % nonfat milk
(Blotto, sc-2324) in TBS-T buffer (Tris-HCI, 150 mM NacCl, and 0.05 %
Tween-20, pH 7.4) for 2 h. After blocking, the blots were washed three
times with TBS-T and incubated overnight. After another three washes,
the proteins bound to the antibodies were detected using a Western
Blotting Luminol Reagent (sc-2048) after incubation with an HRP-
conjugated secondary antibody (sc-2354, sc-516102, or sc-2357) on a
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). Western blots were quantified
using ImageJ software.

2.11. Serum parameters

Serum parameters were assayed using the following commercial kits:
iron serum IRON-FZ (Spinreact, Spain), blood urea nitrogen (BUN)
UREA —37 (Spinreact, Spain), and creatinine CREATININE-J (Spinreact,
Spain), following the manufacturer’s instructions.

2.12. Statistical analysis

All data were analyzed using GraphPad Prism software (version
9.5.1). The results are reported as mean = standard error of the mean (S.
E.M). Statistical analyses were performed using two-way analysis of
variance (ANOVA). Statistical significance was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of diabetes and iron chelation in biometric and serum
parameters

In this study, four experimental groups were used over a period of 16
weeks: control (Control); high-fat diet and streptozotocin without
treatment (Diabetic); high-fat diet and streptozotocin treated with the
iron chelator deferiprone at a dose of 50 mg/kg (Diab + Iron chelation);
and normoglycemic/healthy treated with the iron chelator deferiprone
at a dose of 50 mg/kg (Norm + Iron chelation). As shown in Table 1, the
control group exhibited a body weight of 525 + 17 g and blood glucose
levels of 95 + 1 mg/dL, whereas the diabetic group showed a significant
decrease in body weight and hyperglycemic blood glucose levels of 485
+ 15 mg/dL. Alterations in markers of renal function, including blood
urea nitrogen (BUN) and creatinine levels, and hypertrophied kidneys
were observed in the diabetic group compared to those in the control
group, indicating potential renal impairment associated with diabetes as
well as increased serum iron levels. Additionally, the diabetic group
demonstrated glucose intolerance based on the glucose tolerance test
compared to the control group (p = 0.0001). Iron chelation under dia-
betic conditions effectively mitigated these abnormalities, leading to
improvements in BUN, creatinine, and serum iron concentrations as well
as a reduction in kidney hypertrophy. No changes in glucose intolerance
or blood glucose levels were observed in response to iron chelation. No
differences in glucose levels were observed between the Norm + Iron
chelation and control groups. However, a slight but significant increase
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Table 1

Biometric and serum parameters.

Control Diabetic Diab + Iron Norm + Iron
chelation chelation
Blood glucose 95 + 1" 485 + 464 1 39* 101 4+ 3"
[mg/dL] 15*
Body weight 525 + 415 + 416 + 30" 491 + 6*
[63) 17* 21°
Glucose tolerance 808 + 3479 + 3609 + 64* 799 + 23"
test (area under 29" 93"
the curve)
BUN 20.6 + 39.7 + 29.3+17" 301+15°
[mg/dL] 0.9° 3.5
Creatinine 0.52 + 2.48 + 1.1 + 0.09" 0.74 + 0.09°
[mg/dL] 0.08° 0.20"
Serum Iron 32,5+ 66.4 + 357+ 1.7  17.8+24°
[ug/dL] 0.82" 2.8*
%Relative renal 100 + 3° 160 + 8* 132+ 7° 104 + 4°
weight
(kidneys/body
weight)

Note: Results are expressed as the mean + S.E.M. Differences between groups
were determined using two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Groups that share a
letter are not significantly different from each other.

in BUN and creatinine levels was observed in the Norm + iron chelation
group compared to that in the control group, indicating potential renal
changes associated with iron chelation therapy under normoglycemic
conditions. Additionally, a significant decrease in serum iron levels was
noted in the Norm | Iron chelation group compared to that in the
control group, suggesting an effect of iron chelation therapy on iron
metabolism, even in non-diabetic conditions.

3.2. Effects of iron chelation on mitochondrial respiration

The mitochondrial respiration parameters are listed in Table 2. State
3 respiration with glutamate and malate (G + M) or succinate and
rotenone (S + R) measured the maximal respiratory rate supported by
NADH- or FADH;-liked substrates, respectively. In the diabetic group,
state 3 G + M was significantly lower than that in the control group (p =
0.0008). A similar pattern was observed in state 3 with S + R (p =
0.0001), indicating impaired mitochondrial function. Interestingly, iron
chelation under diabetic conditions partially restored the respiratory
capacity in state 3 with both substrates compared to the diabetic group
(G + M: 61.5 %, p = 0.04; S + R: 44.4 %, p = 0.018). State 4 Omy
respiration with G + M or S + R reflects the rate of proton leakage across
the mitochondrial inner membrane. In the diabetic group, state 4
respiration for both substrates were significantly higher than that in the
control group. Iron chelation under diabetic conditions resulted in a
statistically significant reduction in state 4 respiration only for G + M
when compared to the diabetic group (G + M: p = 0.001). The non-
coupled state induced by CCCP represents the maximal respiratory
rate in the absence of ATP synthesis. Diabetic conditions led to signifi-
cant reductions in non-coupled respiration for both substrates compared
to the control group (G |+ M: p <0.001, ¢; S + R: p < 0.001). Iron che-
lation under diabetic conditions partially restored non-coupled respi-
ration compared to that in the diabetic group, although it remained
below the control levels. The respiratory control ratio (RCR) was
calculated as the ratio of state 3 to state 4 respiration, indicating the
coupling efficiency of oxidative phosphorylation. The diabetic group
exhibited a substantial decrease in the rate of oxygen consumption in
state 3 and an increase in state 4 with oligomycin, resulting in a
significantly lower RCR compared to the control group, indicative of
impaired mitochondrial function (G ++ M: p < 0.001; S + R: p < 0.001).
Iron chelation under diabetic conditions resulted in improvements in
RCR and partially restored mitochondrial function (G + Mand S + Rvs.
diabetic group, 2.5 times and 1.6 times, respectively). In addition, the
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Table 2
Effects of iron chelation on mitochondrial respiration in the renal cortex.
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Table 3
Glutathione status and antioxidant enzymes in renal cortex mitochondria.

Control Diabetic Diab + Iron Norm + Iron Control Diabetic Diab + Iron Norm + Iron
chelation chelation chelation chelation

NADH linked: Total Glutathione 0.76 + 0.69 + 0.82 + 0.89 + 0.02"
Glutamate + [pmoles /mg 0.01* 0.02° 0.04"

Malate (G + M) prot.]

State 3G + M 185.7 + 96.6 + 155.2 + 75.1 + 18.2° GSH (reduced) 0.65 + 0.52 + 0.70 + 0.76 + 0.02°
(nmol Oz/min/ 5.6 13.5° 13.1* [umoles /mg 0.02" 0.01° 0.03%"
mg prot.) prot.]

State 4,y G + M 20.7 + 57.3 + 34.0 + 1.3" 18.3 + 2.2* GSSG (oxidized) 0.09 + 0.18 + 0.11 +0.01° 015+
(nmol O./min/ 1.4° 7.1* [umoles /mg 0.007¢ 0.004% 0.004"
mg prot.) prot.]

Non-coupled state  183.1+  94.1 + 1383+ 12"  61.9+1.7° GSH/GSSG ratio 7.53 & 3.08 + 6.37 +0.7" 4.8 +0.3™
(CCCP)G + M 4.4° 6.9° 0.9" 0.1°
(nmol O,/min/ Glutathione 125 + 100 + 124 + 6.9 182 + 2.7°
mg prot.) reductase 3.1* 3.6"

RCR (state 3 / 9.4 + 1.8+ 4.6 +£0.46° 4.1 +0.74™ activity
statedomy) G+ M 0.77° 0.39° (U*mg prot.)

FADH2 linked: Glutathione 122 + 92457 110+1.8° 99 + 3.1™
Succinate peroxidase 4.5%

Rotenone S + R activity

State 38 + R 313.6 + 166.9 + 241.1 + 206.2 + (U*mg prot.)

(nmol 0,/min/ 12.8" 8.7 13.6° 24.6™ Superoxide 201 + 143 + 229 4 5.2° 338 + 17.7*
mg prot.) dismutase 57" 7.5

State gy S + R 45.1 + 66.2 + 60.1 + 3.9  58.3 4 3.5*" activity
(nmol O2/min/ 2.7% 6.4* (U*mg prot.)
mg prot.) e :

Non-coupled state 3329+ 1013 + 252.6 + 275.3 + Note: Results are expressed as the mean + S.E.M. Differences between groups
(CCCP) S + R 10.8° 16.0° 11.8° 14.1° were determined using two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
(nmol O,/min/ Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Groups that share a
mg prot.) letter are not significantly different from each other.

RCR S + R 7.2+ 26+ 41 +0.29™ 51 4+0.34"

0.59% 0.23¢

Note: Results are expressed as the mean + S.E.M. Differences between groups
were determined using two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Groups that share a
letter are not significantly different from each other.

normoglycemic group with iron chelation showed notable differences in
mitochondrial respiration compared to the control group. Although both
groups shared a normoglycemic baseline (Table 1), the introduction of
iron chelation had differential effects on mitochondrial function, as
evidenced by the measurements of state 3 respiration and the non-
coupled state for both NADH- and FADHj-linked substrates, as shown
in Table 3. While the control group maintained relatively stable levels of
state 3 respiration and a non-coupled state between substrates, the
normoglycemic group with iron chelation exhibited significant vari-
ability in these measurements between substrates. These results suggest
a potential selective modulation of mitochondrial function by iron
chelation, implying a substrate-specific adaptive response to iron
depletion through chelation.

3.3. Effect of iron chelation on mitochondrial membrane potential and
mitochondrial swelling

The diabetic group exhibited a 38.9 % reduction in mitochondrial
membrane potential (A'¥m) compared to that in the control group, as
illustrated in Fig. la. This finding indicated a significant alteration in
mitochondrial function associated with diabetes. Moreover, during the
experiment, the addition of increasing concentrations of Ca**" (5 uM per
pulse) to the control group resulted only in a slight AYm loss, which
remained stable until reaching 15 uM of Ca®*. In contrast, the diabetic
group exhibited depolarization, suggesting an increased susceptibility to
calcium overload in the mitochondria. The mitochondrial swelling assay
revealed that the diabetic group exhibited increased swelling following
the addition of calcium compared to the control group, as shown in
Fig. 1b. This finding complements the observation of decreased A¥m in
the diabetic group, indicating greater permeability of the mitochondrial
membrane. However, deferiprone treatment in the diabetic group

significantly attenuated Ca2 + -induced mitochondrial swelling
compared to the untreated diabetic group. This protective effect of
deferiprone suggests an improvement in mitochondrial membrane
integrity and stability. These observations are closely related to previous
findings on mitochondrial respiration, in which the diabetic group
exhibited significant impairment (Table 2). Remarkably, the normo-
glycemic group treated with the iron chelator also demonstrated
increased mitochondrial swelling in response to calcium compared to
the control group. This observation further emphasizes the importance
of iron in maintaining mitochondrial membrane stability and resistance
to calcium-induced stress, even in non-diabetic conditions.

3.4. Effects of iron chelation on mitochondrial respiratory chain
enzymatic activities in the renal cortex

As shown in Fig. 2A-D, the diabetic group had a significant decrease
of mitochondrial respiratory chain enzymatic activities compared to
those in the control group (complex I, NADH:decylubiquinone oxido-
reductase (p = 0.005), complex II, succinate:DCIP oxidoreductase (p <
0.001), complex Il1I, decylubiquinol:cytochrome ¢ oxidoreductase (p =
0.007), complex IV, ecytochrome ¢ oxidase (p = 0.009)). Iron chelation in
the diabetic condition showed a significant partial improvement in the
dysfunction of the electron transport chain complexes (complex I (p =
0.003), complex II (p = 0.0017), and complex III (p = 0.012)), compared
to the untreated diabetic group, with the exception of complex IV, where
only a slight increase in activity was observed without statistical sig-
nificance compared to the diabetic group (p = 0.75). Furthermore, the
normoglycemic group receiving chelation treatment exhibited disrup-
tions in the function of mitochondrial complexes compared to those in
the control group: complex I (p = 0.014), complex II (p = 0.001), and
complex III (p = 0.0409), but not in complex IV (p = 0.095), indicating
that the depletion of iron by chelation treatment might affect complex
activities in normoglycemic individuals compared to the control group,
emphasizing the importance of iron in mitochondrial function.
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Fig. 1. Effect of iron chelation on mitochondrial membrane potential and mitochondrial swelling in renal cortex. (a) Representative A¥m traces. (b) Representative
mitochondrial swelling traces of control (black), diabetic (red), diab + iron chelation (blue) and norm + iron chelation (green) and (dotted) ruthenium red, an
inhibitor of Ca?' transport. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Effects of iron chelation on mitochondrial respiratory chain enzymatic activities in renal cortex. (a) Mitochondrial complex I (NADH:Decylubiguinone
oxidoreductase). (b) Mitochondrial complex II (Succinate:DCIP oxidoreductase). (¢) Mitochondrial complex 111 (Decylubiquinol:cytochrome ¢ oxireductase). (d)
Complex IV (eytochrome ¢ oxidase). Differences between groups were determined using two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. Different letters indicate
significant differences (p < 0.05). Groups that share a letter are not significantly different from each other.

(a) (b)

300+ 300+

S
g

200+

1004 1004

ROS: NADH linked
(A.U./mg prot)
ROS: FADH2 linked
(A.U./mg prot)

0~ 0-
» <& N N > < N N
& N o0 ) «© N ) )
& & © Na & N
@ oF 8 & o o
¢ & & &
l\ l\ l\ l\
o oF &
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3.5. Effects of iron chelation on mitochondrial reactive oxygen species
generation in the renal cortex

Analysis of mitochondria from the renal cortex revealed significant
alterations in reactive oxygen species (ROS) production, as shown in
Fig. 3. Comparing the diabetic group to control, both NADH- and
FADH,-linked ROS levels increased significantly, indicating increased
oxidative distress in diabetes (NADH: p = 0.0056, FADH: p = 0.029).
This increase may result from metabolic dysfunction and impaired
antioxidant defense. In the diabetic group treated with iron chelation,
ROS levels decreased significantly for both substrates (NADH, p =
0.0012; FADH_, p = 0.0138). This suggests a protective effect by miti-
gating iron-mediated oxidative distress. In addition, a significant in-
crease in ROS levels was observed in the Norm + Iron chelation group
vs. the control, specifically in the NADH-linked substrate (+47.2 %, p =
0.0033). However, no significant differences were observed for the
FADH,-linked substrate, suggesting a differential effect. Considering
that complex I of the mitochondrial electron transport chain utilizes
NADH as a substrate, its dysfunction due to iron deprivation shown in
Fig. 2a may have contributed to the observed increase in ROS
production.

3.6. Effects of iron chelation on glutathione status and antioxidant
enzymes in the renal cortex mitochondria

Comparison between the control and diabetic groups revealed sig-
nificant alterations in glutathione status and associated enzymatic ac-
tivities. While total glutathione levels were not affected (p = 0.40). The
GSH levels were significantly lower in the diabetic group (p = 0.0125)
than in the control group, as illustrated in Table 3. Additionally, GSSG
levels were significantly elevated in the diabetic group compared to
those in the control group (p = 0.001). Consequently, the GSH/GSSG
ratio, reflecting cellular redox balance, was substantially reduced in the
diabetic group (3.08 + 0.1) compared to that in the control group (7.53
+ 0.9). Furthermore, the activities of glutathione reductase and gluta-
thione peroxidase were significantly lower in the diabetic group than in
the control group. The diabetic group treated with iron chelation ther-
apy exhibited partial restoration of glutathione levels and enzymatic
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activity. While total glutathione levels increased in the diabetic + iron
chelation group compared to those in the diabetic group (p = 0.0143),
GSH levels also showed a significant increase (p = 0.0004), accompa-
nied by a 40 % decrease in GSSG levels (p = 0.0001). Consequently, the
GSH/GSSG ratio was partially restored in the diabetic + iron chelation
group compared to the diabetic group, suggesting the mitigation of
oxidative distress. Compared with the control group, the normoglyce-
mic + iron chelation group exhibited a significantly lower GSH/GSSG
ratio (p = 0.023). This decrease occurred despite the observed increases
in GSH and total glutathione levels (p = 0.0118 and p = 0.004,
respectively), which were offset by a concurrent increase in GSSG levels
(p = 0.001). These findings suggest a disruption in the redox balance
despite increased antioxidant reserves. Additionally, the glutathione
peroxidase activity was significantly reduced (p = 0.0007), indicating
impaired antioxidant defense mechanisms. However, no significant
differences were observed in glutathione reductase activity (p = 0.22).
The superoxide dismutase (SOD) activity shown in Table 3 was signifi-
cantly lower in the diabetic group than in the control (p = 0.0025),
indicating increased oxidative distress. Iron chelation under diabetic
conditions led to a notable increase in SOD activity (p < 0.0001), sug-
gesting a potential decrease in oxidative distress. Conversely, the nor-
moglycemic + iron chelation group exhibited significantly higher SOD
activity than the control group (p < 0.0001).

3.7. Effects of iron chelation on oxidative damages in mitochondria

Western blot analysis of the oxidative distress biomarker 3-nitrotyr-
osine, as shown in Fig. 4a and b, demonstrated significant alterations
among the experimental groups. 3-nitrotyrosine is a post-translational
modification resulting from the reaction of tyrosine residues with
reactive nitrogen species, particularly peroxynitrite, which is formed by
the reaction of nitric oxide with superoxide radicals. Compared with
controls, the diabetic group exhibited a 48.73 % increase in 3-nitrotyr-
osine levels (p < 0.0001), indicative of elevated oxidative distress
attributed to diabetic pathophysiology. Iron chelation therapy in the
diabetic group effectively mitigated this increase by 39.81 % (p <
0.0001) compared with the diabetic group without treatment. However,
the norm + iron chelation group displayed higher 3-nitrotyrosine levels

Lipid-peroxidation
(% relative to control)
>
o

§

Fig. 4. Effects of iron chelation on oxidative damage biomarkers in renal cortex mitochondria. (a) Representative Western blot of anti-3-nitrotyrosine. Lanes 1-2
correspond to independent control rats, lanes 3-4 correspond to independent diabetic rats, lanes 5-6 correspond to independent diabetic + iron chelation rats and
lanes 7-8 correspond to independent normal -+ iron chelation rats. (b) Corresponding 3-nitrotyrosine densitometry analysis. (¢) Lipid-peroxidation (TBARS) levels in
mitochondria. Data is expressed as the mean + S.E.M. Differences between groups were determined using two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Groups that share a letter are not significantly different from each other.
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induced by iron depletion than the control group, representing a relative
increase of 24.33 %. In the diabetic group, lipid-peroxidation levels were
significantly elevated compared with those in the control group, indi-
cating increased oxidative distress associated with diabetes (p <
0.0001), as illustrated in Fig. 4c. In the diabetic + iron chelation group,
lipid-peroxidation levels were significantly reduced vs. the diabetic
group (p = 0.034). This suggests that iron chelation effectively mitigated
lipid peroxidation and oxidative damage under diabetic conditions. In
contrast, no significant changes were observed in lipid peroxidation
levels in the normoglycemic group treated with iron chelation compared
to that in the control group.

3.8. Effects of iron chelation on the antioxidant system

Analysis of Keap1 levels revealed no significant differences among
the experimental groups, as shown in Fig. 5a. Similarly, cytosolic Nrf2
levels showed no statistical variation across all groups (Fig. 5a). How-
ever, in terms of nuclear translocated Nrf2, notable differences were
observed. When comparing the diabetic group to the diab + iron che-
lation group, a significant increase in Nrf2 nuclear translocation was
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noted (p = 0.0158), as well as vs. the control group (p = 0.0042)
(Fig. 5b). Similarly, the normoglycemic + iron chelation group showed a
significant increase in the levels of nuclear-translocated Nrf2 compared
to those in the control group (p = 0.0002), indicating a potential effect
of iron chelation on promoting Nrf2 nuclear translocation under diabetic
and non-diabetic conditions. Next, we evaluated antioxidant enzyme
expression in the mitochondria and observed a significant increase in the
expression of SOD2, GPX1/2, and GPX4 in the diabetic + iron chelation
group compared to the diabetic group (SOD2: p = 0.0105; GPX1/2: p =
0.028; GPX4: p = 0.0040) (Fig. 5c). This increase in expression was
consistent with the corresponding changes observed in the activities of
these enzymes (Table 3). These results suggest the potential therapeutic
effect of iron chelation in enhancing antioxidant defenses in diabetes.
Furthermore, this upregulation was directly associated with an increase
in the activation of the Keap1-Nrf2 pathway, likely due to the trans-
location of Nrf2 to the nucleus, further supporting the protective role of
iron chelation in the management of oxidative distress. Finally, the re-
sults obtained from the expression of SIRT3, a pivotal regulator of
mitochondrial homeostasis, showed a decrease in the diabetic group
compared to those in the control group (p = 0.0095). Comparing the
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Fig. 5. Western blot and corresponding densitometry analyses in renal cortex. (a) Cytosolic (b) Nuclear and (¢) Mitochondrial proteins. Equal loading was confirmed
by western blot with an anti-f-tubulin, anti-HDAC1 or anti-TOMM20 antibody. Densitometry analyses are expressed as the mean + S.E.M. Differences between
groups were determined using two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoe test. Different letters indicate significant differences (p < 0.05). Groups that share a

letter are not significantly different from each other.
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Diabetic group to the Diab -+ Iron chelation group, a significant increase
in SIRT3 expression was observed (p = 0.0011), suggesting a potential
therapeutic effect of iron chelation in restoring SIRT3 levels (Fig. 5¢).

4. Discussion

The renal cortex is a metabolic epicenter, where nephrons perform
intricate biochemical steps to filter blood, reabsorb essential nutrients,
and regulate fluid and electrolyte balance (Zeni et al., 2017; Bhargava &
Schnellmann, 2017). This energy-intensive process translates into high
metabolic demand, with the renal cortex consuming a significant
amount of molecular oxygen and nutrients to maintain its functional
activity via oxidative phosphorylation (OXPHOS) in the mitochondria,
indicating a close relationship between mitochondrial metabolism and
normal renal function (Bhargava & Schnellmann, 2017; Forbes and
Thorburn, 2018). In the present study, our results showed that type 2
diabetes induced using a high-fat diet and a low dose of streptozotocin
caused mitochondrial dysfunction and mitochondrial oxidative stress,
accompanied by alterations in renal function and hypertrophy
(Tables 1-3). Our results demonstrate a significant increase in mito-
chondrial ROS production in the renal cortex of diabetic rats, as evi-
denced by the elevated levels of NADH- and FADH2-linked ROS (Fig. 3).
This finding is consistent with previous studies reporting enhanced
mitochondrial ROS generation in the kidneys of diabetic animals
(Coughlan et al., 2009; Munusamy & MacMillan-Crow, 2009). Modifi-
cations in mitochondrial bioenergetics associated with diabetes result in
the supraphysiological production of mitochondrial reactive oxygen
species (ROS), causing damage to cellular components and resulting in
oxidative distress, consistent with previous studies that have observed
redox alterations in diabetes (Flemming et al., 2018; Wei & Szeto, 2019).
These observations can be partially attributed to damage to mitochon-
drial components, such as aconitase and voltage-dependent anion
channels (VDAC), including components of the respiratory chain, such
as cytochrome ¢ or complex subunits, leading to the accumulation and
persistence of reduced intermediates, such as semi-ubiquinone, which
can leak electrons capable of reacting with oxygen and forming super-
oxide anions (Frohnert & Bernlohr, 2013; Aluksanasuwan et al., 2020).
In addition, our findings of reduced activity of mitochondrial complexes
I, 11, 11, and IV in the diabetic group (Fig. 2) suggest that impaired
electron transport chain function may contribute to the increased ROS
generation. Studies have demonstrated that damage to the ETC,
particularly at complex I, can lead to increased electron leak and ROS
production, even in the presence of a reduced membrane potential
(Robb et al.,, 2015; Zhao et al, 2019). This phenomenon has been
attributed to the accumulation of reduced intermediates, such as NADH
and ubiquinone, which can donate electrons to oxygen, generating su-
peroxide (Murphy, 2009; Quinlan etal., 2012). In our study, the reduced
activity of complex I in the diabetic group (Fig. 2) suggests that this
mechanism may contribute to the increased ROS production despite the
lower membrane potential. In healthy mitochondria, a high membrane
potential is maintained by the proton gradient generated by the electron
transport chain (ETC). This high membrane potential is essential for ATP
production but can also promote ROS formation, particularly at complex
I and III of the ETC (Turrens, 2003). However, in the context of mito-
chondrial dysfunction, such as that observed in diabetic nephropathy,
the relationship between membrane potential and ROS production may
be altered. Furthermore, the increased ROS production in the diabetic
group may itself contribute to the reduction in mitochondrial membrane
potential. ROS can damage mitochondrial proteins, lipids, and DNA,
leading to a vicious cycle of mitochondrial dysfunction and further ROS
generation (Galloway & Yoon, 2012). Oxidative damage to the ETC
complexes and mitochondrial membrane can impair proton pumping
and increase membrane permeability, resulting in a dissipation of the
proton gradient and a decrease in membrane potential (Suski et al.,
2012). Importantly, iron chelation with deferiprone significantly
attenuated mitochondrial ROS production in the diabetic group, as
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demonstrated by the reduced levels of NADH- and FADH2-linked ROS
(Fig. 3). This protective effect can be attributed to the ability of defer-
iprone to reduce the labile iron pool and prevent iron-catalyzed ROS
formation (Kalinowski & Richardson, 2005). Iron plays a crucial role in
mitochondrial function, as it is a key component of the electron trans-
port chain complexes and is essential for the synthesis of heme and iron-
sulfur clusters (Paul et al., 2017; Rouault, 2019). However, excess free
iron can catalyze the formation of ROS, such as hydroxyl radicals
through the Fenton/Haber-Weiss reaction, leading to oxidative stress
and cellular damage (Galaris et al., 2019). Recently, alterations in iron
metabolism and ferroptosis, a type of iron-dependent programmed cell
death driven by lipid peroxidation, have been proposed as factors
involved in the pathogenesis of diabetic complications (Geng et al.,
2022; Mengstie et al., 2023). Previous studies have reported renal iron
accumulation and iron overload in diabetes and significant accumula-
tion of iron in the renal mitochondria of streptozotocin-induced diabetic
rats (Dominguez et al., 2015; Morita et al., 2015; Pena-Montes et al.,
2020). Ferroptosis is also characterized by the perturbation of the
antioxidant systems, particularly GPX4 and glutathione, leading to the
accumulation of iron-dependent lipid peroxides (Li et al., 2020). Mito-
chondria play a crucial role in the execution of ferroptosis, as they are
major sites of iron metabolism and ROS production (Gao et al., 2019). In
the context of diabetic nephropathy, hyperglycemia-induced oxidative
stress and iron overload can create a favorable environment for fer-
roptosis in renal cells (Zhu et al., 2016). Our findings of decreased GSH/
GSSG ratio and increased lipid peroxidation in the mitochondrial renal
cortex of diabetic rats are consistent with the hallmarks of ferroptosis.
The iron chelator deferiprone in the diabetic group effectively mitigated
these alterations, suggesting that targeting iron metabolism may be a
promising strategy to prevent ferroptosis in diabetic nephropathy. In-
terventions targeting iron overload in diabetes, including dietary iron
restriction and/or iron chelation therapy, have shown promising out-
comes in ameliorating renal function (Morita et al., 2015; Marquez-
Ibarra et al., 2016; Pena-Montes et al., 2020). Deferiprone is an iron
chelator that forms stable complexes with ferric ions, is excreted in
urine, and is used to treat transfusion iron overload in thalassemia and
sickle cell disease (Hider & Hoffbrand, 2018). Deferiprone has been
associated with renoprotective effects by inhibiting inflammation and
renal fibrosis and inhibiting the expression of tenascin C and NF-xB
under diabetic conditions in rats at the dose of 50 mg/kg BW (Zou et al.,
2013; Zou et al., 2017). The activation of Nrf2, a master regulator of
antioxidant responses, has been proposed as a potential therapeutic
strategy for diabetic nephropathy (Choi et al., 2014; Uruno et al., 2016).
Our results demonstrate that iron chelation with deferiprone increases
Nrf2 nuclear translocation, which is associated with the upregulation of
antioxidant enzymes such as SOD2, GPX1/2, and GPX4. These findings
are consistent with previous studies showing that Nrf2 activation can
protect against oxidative stress and inflaimmation in the diabetic kidney
(Shelton et al., 2013; David et al., 2017). Nrf2 also regulates the genes
involved in iron metabolism, including those related to heme synthesis
and catabolism (Zhang et al,, 2021). Nrf2 deficiency is associated with
age-dependent cardiomyopathy, which is characterized by inflamma-
tion, fibrosis, and cardiac dysfunction due to iron accumulation and
oxidative distress (Federti et al., 2023). Additionally, Nrf2 can regulate
iron storage and efflux through the transcriptional activation of genes
such as ferritin and ferroportin, contributing to the maintenance of
cellular iron balance and redox homeostasis (Kerins & Ooi, 2018; Zhang
etal, 2021). Additionally,Nrf2 target genes, such as MT-1G and HMOX-
1, have been identified as regulators of ferroptosis (Sun et al., 2016;
Kerins & Ooi, 2018). Thus, the renoprotective effects of deferiprone in
diabetes may involve a dual mechanism of reducing iron-mediated
oxidative stress and enhancing Nrf2-dependent antioxidant responses.
While iron chelation therapy showed beneficial effects in the diabetic
group, it is crucial to consider its potential impact on healthy in-
dividuals. Interestingly, our study demonstrated that the healthy nor-
moglycemic group treated with an iron chelator exhibited increased
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oxidative damage, as evidenced by elevated levels of 3-nitrotyrosine
(Fig. 4a), and loss of mitochondrial function, as shown by reduced
mitochondrial respiration (Table 2) and decreased activity of electron
transport chain complexes (Fig. 2). This phenomenon can be attributed
to the iron deficiency caused by chronic iron chelation, which can
disrupt the delicate balance of iron homeostasis, leading to increased
oxidative stress and mitochondrial dysfunction in the kidneys (Zhao
et al.,, 2021). Iron is an essential cofactor for several mitochondrial en-
zymes, including those involved in the electron transport chain and TCA
cycle (Paul et al., 2017). Thus, excessive iron chelation in the absence of
iron overload may impair mitochondrial function and lead to increased
ROS production (Zhao et al., 2021). Dysregulation of iron metabolism
can trigger a cascade of events that compromise mitochondrial integrity
and function, ultimately contributing to cellular damage and dysfunc-
tion (van Swelm et al., 2020). Moreover, iron deficiency has been
associated with uncontrolled mitophagy, a process of selective degra-
dation of damaged or dysfunctional mitochondria (Hara et al., 2020).
While mitophagy is a crucial quality control mechanism, excessive or
unregulated mitophagy can lead to a depletion of functional mito-
chondria and exacerbate cellular dysfunction (Allen et al, 2013).
Although the underlying mechanism linking iron deficiency and un-
controlled mitophagy is not fully understood, it is plausible that iron-
dependent enzymes involved in mitochondrial quality control path-
ways may be impaired, leading to aberrant mitophagy (van Swelm et al.,
2020; Onukwufor et al., 2022). These results have implications for the
use of iron chelation therapy, particularly in non-iron overload condi-
tions. It is crucial to monitor iron status and assess the risk-benefit ratio
when considering iron chelation therapy to avoid potential adverse ef-
fects on mitochondrial health and cellular function. Additional studies
are required to investigate the potential benefits of iron chelation
therapy. Moreover, it is essential to fully understand the role of the Nrf2
pathway in this context and to validate its potential as a therapeutic
target.

5. Conclusion

In summary, our findings suggest that iron chelation mitigates
mitochondrial dysfunction and oxidative stress by enhancing Nrf2-
mediated antioxidant responses in the renal cortex of a murine model
of type 2 diabetes. Conversely, under non-diabetic conditions, iron
deficiency induced by chronic iron chelation negatively affects mito-
chondrial functionality and alters redox status, highlighting the impor-
tance of iron in renal homeostasis.
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11. DISCUSION

En el presente estudio proporcionamos evidencia sobre los efectos de la
quelacion del hierro en el contexto de la enfermedad renal diabética,
particularmente en relacion con la funcién mitocondrial, el estrés oxidativo y la
activacion de la respuesta antioxidante mediada por Nrf2. Uno de los hallazgos
clave de nuestro estudio es la alteracion significativa del metabolismo renal del
hierro en ratas diabéticas, lo que conduce a una sobrecarga de hierro
mitocondrial. Esta observacion se alinea con investigaciones previas que indican
que la diabetes altera la homeostasis del hierro, lo que podria exacerbar el dafio
renal (Fernandez-Real & Manco, 2014; Dominguez et al., 2015). La acumulacion
excesiva de hierro que observamos en el tejido renal de ratas diabéticas es
consistente con los hallazgos de Nankivell et al. (1994), quienes informaron un
aumento de los depositos de hierro en los tubulos proximales de ratas diabéticas

y en biopsias de pacientes diabéticos.

El mecanismo detras de esta acumulacion de hierro en la diabetes probablemente
es multifacético. Se ha demostrado que la hiperglucemia aumenta la absorcion de
hierro y altera la expresion de las proteinas reguladoras del hierro (Simcox et al.,
2013). Ademas, la inflamacién cronica asociada con la diabetes puede contribuir
a la desregulacion de la homeostasis del hierro mediante la desregulacion de la
hepcidina, un regulador clave del metabolismo del hierro (Ganz & Nemeth, 2012).
Wang et al. (2014), demostré que la deficiencia de insulina y una dieta alta en
grasas redujeron significativamente la expresion de hepcidina, lo que condujo a
altos niveles de hierro corporal. Este hallazgo indica que la insulina desempefia
un papel importante en la sobrecarga de hierro en la diabetes al regular la

expresion de hepcidina a través de la activacion de STAT3 mediante la via de la

[105]
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cinasa relacionada con la sefial extracelular (ERK). Estas observaciones se ven
reforzadas sobre los efectos negativos de la sobrecarga de hierro en la

sefalizacion de la insulina.

Nuestros resultados mostraron que tanto la restriccion dietética de hierro como la
quelacién farmacolégica de hierro utilizando deferiprona mitigaron eficazmente la
sobrecarga de hierro observada en ratas diabéticas. Este hallazgo es
particularmente significativo ya que sugiere que las intervenciones dirigidas al
metabolismo del hierro podrian ser una estrategia terapéutica viable en el manejo
de la nefropatia diabética. La eficacia de la quelacion del hierro en nuestro modelo
es consistente con estudios previos en otras complicaciones diabéticas. Por
ejemplo, Cooksey et al. (2010) informaron que la quelacion del hierro con
FBS0701 mejoro la homeostasis de la glucosa y redujo el estrés oxidativo en un
modelo DT2. La deferiprona, el quelante empleado en nuestro estudio ha
mostrado efectos renoprotectores reportados donde se observé una mejoria en la
inflamacion y la fibrosis renal a través de la regulacién NF-kB, MCP-1, MMP-9,
TIMP-1, COX-2, asi como una disminucidn en la infiltracion de macréfagos y una
mejoria en los marcadores de funcion renal como la tenascin C a las dosis de 50
y 100 mg/kg en roedores (Zou et al., 2013; Zou et al., 2017). Morita et al. (2015)
reportaron un aumento en los niveles de hierro, senescencia de las células
tubulares e infiltracién de macrofagos en los rifiones de ratones tratados con STZ
a las 28 semanas, mientras que la administracién de deferasirox, un quelante de
hierro, redujo significativamente la acumulacion de hierro en los tdbulos
proximales y disminuy6 el niumero de macrofagos infiltrantes. En este mismo
estudio se emplearon animales mutantes que carecian de p21, un regulador clave

del ciclo celular que se induce en respuesta a varios estimulos, incluido el dafio
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del ADN vy el estrés oxidativo y observaron que la ausencia de p21 disminuyo la
acumulacion de hierro tubular renal, sin embargo, no se observaron cambios en
la senescencia de las células tubulares. Este hallazgo sugiere que p21 puede
desempefiar un papel en la mediacion de la acumulacion de hierro en la ERD,
potencialmente a través de un mecanismo independiente de sus efectos sobre la

regulacion del ciclo celular (Kitada et al., 2014; Morita et al., 2015).

La disfuncién mitocondrial es un factor clave en la patogénesis de la ERD,
contribuyendo al estrés oxidativo, la inflamacion y el dafio celular. Una
observacion clave en nuestro estudio fue la mejora en la bioenergética
mitocondrial con el tratamiento de quelacion de hierro en ratas diabéticas. Este
hallazgo es crucial ya que la disfuncién mitocondrial se reconoce cada vez mas
como una caracteristica central en la patogénesis de la ERD (Forbes & Thorburn,
2018). Observamos que la quelacion del hierro previno las alteraciones en la
bioenergética mitocondrial de ratas diabéticas no tratadas. Especificamente,
notamos mejoras en la capacidad respiratoria mitocondrial, la actividad de la
cadena de transporte electrones y el potencial de membrana mitocondrial. La
mejora de la bioenergética mitocondrial puede impactar significativamente en la
progresion de la enfermedad y mejorar la funcion renal. Una funcién mitocondrial
optimizada conduce a una produccién de ATP mas eficiente, lo cual es esencial
para mantener la homeostasis celular y una adecuada funcion renal. Esto es
particularmente importante en los tubulos proximales con altas demandas
energéticas, los cuales son altamente susceptibles al dafio en la ERD. Otro factor
importante es el dafio a la cadena de transporte de electrones, particularmente en

el complejo I, puede llevar a un aumento en la fuga de electrones y la produccion
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de ERO, incluso en presencia de un potencial de membrana reducido (Robb et
al., 2015; Zhao et al., 2019).

Estas observaciones concuerdan con las obtenidas por Lee et al. (2020), que
investigaron los efectos de la quelacion del hierro sobre la funcion de las células
B en un modelo de DT2. Encontraron que la quelacion del hierro mejord la funcion
mitocondrial y la secrecion de insulina en las células B pancreaticas. El
mecanismo detras de esta mejora puede ser explicado parcialmente por una
reduccion del estrés oxidativo mediado por hierro libre en exceso. El exceso de
hierro puede catalizar la formacion de ERO a través de la reaccion de Fenton, lo
que lleva al dafio mitocondrial (Rouault, 2015). Al reducir los niveles de hierro, la
terapia de quelacion puede disminuir la produccion de ERO, preservando asi la

integridad y funcién mitocondrial.

Ademas, nuestros hallazgos sugieren que la quelacion del hierro puede tener
efectos directos sobre la homeostasis del hierro mitocondrial. La mejora de la
funcién mitocondrial que observamos podria deberse a la prevencion de la
sobrecarga de hierro mitocondrial, que se ha demostrado que deteriora la cadena
de transporte de electrones y promueve el estrés oxidativo (Ward & Cloonan,
2019).

Nuestro estudio demostrd una reduccidn significativa en los marcadores de estrés
oxidativo dante y una mejora de los sistemas de defensa antioxidante después de
la quelacion del hierro en ratas diabéticas. Este hallazgo es particularmente
relevante dado el papel central del estrés oxidativo en la patogénesis de la ERD
(Brownlee, 2005; Coughlan et al., 2018).
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Observamos niveles disminuidos de productos de peroxidacion lipidica y
carbonilacion de proteinas, lo que indica una reduccion del dafo oxidativo. Al
mismo tiempo, notamos un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa (SOD2), la catalasa y la glutation peroxidasa
(GPx4). Los efectos antioxidantes de la quelacion del hierro pueden atribuirse a
varios mecanismos. En primer lugar, al reducir los niveles de hierro, la terapia de
quelacién disminuye directamente el potencial de produccion de ERO catalizada
por hierro. En segundo lugar, la quelacién del hierro promueve la activacion de

Nrf2, un regulador maestro de la respuesta antioxidante.

Nuestros resultados mostraron un incremento en la activacion de la via de
sefalizacion Nrf2 después de la quelacion del hierro en ratas diabéticas. Nrf2 es
un factor de transcripcion que regula la expresion de numerosos genes
antioxidantes y citoprotectores y se ha demostrado que su activacion es

protectora en varios modelos de enfermedad renal (Tanase et a., 2022).

Observamos una mayor translocacion nuclear de Nrf2 y una expresion mejorada
de sus genes diana, incluidos la SOD2, la GPX4, GPX1/2 y una mejoria en el
estado redox de los tioles (glutation). Esta activacion de la via Nrf2 es
probablemente un mecanismo clave por el cual la quelacion del hierro ejerce sus
efectos protectores en nuestro modelo. El vinculo entre la quelacidn del hierro y
la activacion de Nrf2 se ha sugerido previamente en otros contextos. Por ejemplo,
Liang et al. (2019) informaron que el quelante de hierro deferoxamina activo Nrf2
y protegié contra el estrés oxidativo en un modelo de nefropatia inducida por

contraste. Nuestros hallazgos extienden este concepto a la nefropatia diabética,
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lo que sugiere que la activacion de Nrf2 podria ser un mediador crucial de los

efectos renoprotectores de la quelacion del hierro en la diabetes.

El mecanismo por el cual la quelacién del hierro activa Nrf2 no esta
completamente dilucidado, pero puede involucrar varias vias. Una posibilidad es
que, al reducir el estrés oxidativo mediado por hierro, la terapia de quelacion altera
el equilibrio redox de una manera que promueve la activacion de Nrf2. Ademas,
se ha demostrado que algunos quelantes de hierro interactian directamente con
Keap1, el represor citoplasmico de Nrf2, lo que lleva a la activacion de Nrf2 (Wang
et al., 2014).

La evidencia acumulada sugiere que la ferroptosis juega un papel crucial en la
patogénesis de la ERD. A pesar de los avances en el manejo de la diabetes, la
ERD continta siendo un reto clinico importante, lo que subraya la necesidad
urgente de identificar nuevos mecanismos patologicos y desarrollar estrategias
terapéuticas innovadoras para su tratamiento (Wu & Chen, 2022). Aunque se
reconoce que la patogénesis de la ERD es compleja y multifactorial, la
investigacion reciente ha arrojado luz sobre la ferroptosis como un posible actor
clave en este proceso. La ferroptosis es una forma de muerte celular regulada
caracterizada por la peroxidacion lipidica dependiente del hierro (Dixon et al.,
2012). Lareduccion de la peroxidacion lipidica mediada por la quelacion del hierro
y la mejora de las defensas antioxidantes observadas en nuestro estudio podrian

potencialmente inhibir los procesos ferroptéticos en el rifion diabético.

Nuestros resultados, por lo tanto, sugieren que la quelacion del hierro puede
ofrecer un doble beneficio en la nefropatia diabética: no solo reduce el estrés

oxidativo y mejora la funcion mitocondrial, sino que también puede inhibir las vias
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de muerte celular ferroptotica. Esta perspectiva se ve respaldada por multiples
estudios que han proporcionado evidencia directa y multifacética de la implicacion
de la ferroptosis en la ERD. Por ejemplo, Kim et al. (2021) observaron una
disminucién significativa en la expresion de genes clave relacionados con la
ferroptosis, como SLC7A11 y GPX4, en los tubulos renales de pacientes
diabéticos. Estos hallazgos se replicaron en modelos in vitro e in vivo, donde
también se detectaron alteraciones en los niveles de glutation y un aumento en la

peroxidacion lipidica.

De manera similar, Li et al. (2021) y Wu et al. (2020) encontraron evidencia de
ferroptosis en modelos de nefropatia diabética, incluyendo cambios en la
expresion geénica, alteraciones en los niveles de glutation y productos de
peroxidacion lipidica y cambios morfologicos mitocondriales. Estos estudios
también destacaron el papel potencial de la via Nrf2 en la regulacién de la

ferroptosis en el contexto de la ERD.

Ademas, la eficacia demostrada de los inhibidores de ferroptosis, como la
ferrostatina-1 y los quelantes de hierro, como la deferiprona, en la atenuacion de
los cambios relacionados con la ferroptosis y la mejora de la funcion renal en
modelos de ERD, sugiere que la inhibicién de la ferroptosis podria ser una

estrategia terapéutica viable para mitigar el dafio renal en pacientes con ERD.

Vale la pena sefalar que, si bien se han explorado muchas estrategias
antioxidantes en el contexto de la nefropatia diabética, la quelacion del hierro
ofrece algunas ventajas unicas. A diferencia de la suplementacion directa con

antioxidantes, que ha mostrado una eficacia limitada en ensayos clinicos (Golbidi
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et al., 2011), la quelacion del hierro aborda una causa fundamental del estrés

oxidativo en la diabetes: la sobrecarga de hierro.

Ademas, la activacion de Nrf2 por la quelacion del hierro representa un enfoque
mas fisioldgico para mejorar las defensas antioxidantes. Al estimular los propios
sistemas antioxidantes de la célula, este enfoque puede proporcionar una
proteccion mas sostenida y completa contra el dafio oxidativo en comparacidn con

la suplementacion exdgena con antioxidantes.

Si bien nuestro estudio demostrd los efectos beneficiosos de la quelacidon del
hierro en el contexto de la ERD, también revel6 efectos adversos significativos de
la quelacion excesiva de hierro en ratas sanas. La disminucion de hierro
latrogénica en ratas sanas resalta la importancia critica del hierro en la funcion
celular normal y destaca los riesgos potenciales de la terapia de quelacion de
hierro indiscriminada. En ratas sanas sometidas a quelacion de hierro,
observamos una marcada disminucion en el hierro disponible, lo que condujo a
alteraciones significativas en el metabolismo celular y la funcion mitocondrial. Esta
deficiencia de hierro iatrogénica resulté en una funcionalidad mitocondrial
comprometida y una produccion de energia reducida, efectos que no se

observaron en las ratas diabéticas sometidas a quelacion de hierro.

Los efectos perjudiciales de la deplecion de hierro sobre la funcién mitocondrial
pueden atribuirse en parte a la interrupcion de los procesos dependientes del
hierro que son cruciales para la salud mitocondrial. El hierro es un componente
esencial del hemo y los grupos hierro-azufre, que son parte integral de la cadena
de transporte de electrones y numerosas otras enzimas mitocondriales (Rouaul et

al., 2015). Nuestros hallazgos se alinean con los de Rensvold et al. (2013),
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quienes demostraron que la deficiencia de hierro conduce a una reconfiguracion
del proteoma mitocondrial y una disminucion de la capacidad oxidativa. Estas
alteraciones pueden explicarse parcialmente por las obsevaciones de Allen et a.,
2013 y Goodwin et al. (2017), quienes demostraron que la deplecion crénica de
hierro puede conducir a una mitofagia y una ferritinofagia alterada y una
homeostasis del hierro alterada de manera independiente de PINK1/Parkin, a
través de la activacion de p62, al activar vias de reconocimiento para mitocondrias
dafadas y facilitando su eliminacién. Este proceso, aunque inicialmente
adaptativo, podria contribuir a la disfuncidn mitocondrial si se activa
excesivamente. La desregulacion de la ferritinofagia tiene varias implicaciones
importantes. En primer lugar, sugiere que la quelacion prolongada de hierro puede
agotar no solo el hierro circulante sino también las reservas de hierro celular, lo
que potencialmente conduce a un estado de deficiencia severa de hierro. En
segundo lugar, dado que la ferritinofagia es un componente importante de la
respuesta al estrés celular, su deterioro puede reducir la capacidad de la célula

para adaptarse a otros factores estresantes (Quiles Del Rey & Mancias, 2019).

Adicionalmente nuestros resultados demostraron que la deplecion/pérdida de
hierro en ratas sanas condujo a una alteracion significativa en el estado redox
celular. Contrariamente a los efectos antioxidantes observados con la quelacién
de hierro en ratas diabéticas, la deplecion excesiva de hierro en ratas sanas
resultd en un aumento de los marcadores de estrés oxidativo y una disminucion
de la capacidad antioxidante. Este efecto paraddjico puede explicarse por la
naturaleza dual del hierro en las reacciones redox. Si bien el exceso de hierro

puede promover el estrés oxidativo a través de la reaccion de Fenton, el hierro
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también es un componente esencial de muchas enzimas antioxidantes, incluida

la catalasa (Koskenkorva-Frank et al., 2013).

12. CONCLUSIONES

En conclusidén, nuestros hallazgos demuestran que la diabetes afecta
significativamente el metabolismo del hierro renal, resultando en una sobrecarga
mitocondrial de este elemento. Esta alteracion puede ser mitigada mediante
estrategias tanto alimentarias (restriccion de hierro) como farmacoldgicas
(quelacion del hierro). Estas intervenciones previenen las alteraciones en la
bioenergética mitocondrial y reducen el estrés oxidativo, promoviendo la
expresion de sistemas de defensa antioxidante a través de la activacion de NRF2,
mejorando el estado redox y los dafios oxidativos a nivel mitocondrial (fig.6) Por
otro lado, nuestros resultados subrayan que la quelacion de hierro, si bien es
beneficiosa en el contexto de la diabetes y la sobrecarga de hierro, puede tener
consecuencias perjudiciales en individuos sanos. En sujetos con niveles normales
de hierro, la quelacion excesiva puede conducir a una deficiencia iatrogénica de
este elemento esencial. Esta reduccion del hierro disponible afecta negativamente
el estado redox celular, comprometiendo la funcionalidad mitocondrial y, por ende,

la produccién de energia (fig. 7).
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Figura 12. Efectos de la quelacion de hierro con deferiprona en la corteza renal en un modelo murino de

diabetes mellitus tipo 2.
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Figura 13. Efecto de la quelacion de hierro con deferiprona en la corteza renal de un modelo murino.
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13.  ANEXO: CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

Durante el desarrollo del presente trabajo se participd como co-autor en la

publicacion de los siguientes textos académicos derivado de la capacitacion

impartida por el presente, donde se le proporcionaron conocimientos y habilidades

especializadas alumnos y colaboradores dentro y fuera del Laboratorio de
Bioquimica del 1QB-UMSNH.

1.

Eryngium carlinae Ethanol Extract Corrects Lipid Abnormalities in Wistar
Rats with Experimental Diabetes. 10.1089/jmf.2019.0189.

. Gestational Diabetes Triggers Oxidative Stress in Hippocampus and

Cerebral Cortex and Cognitive Behavior Modifications in Rat Offspring:
Age-and Sex-Dependent Effects. 10.3390/nu12020376.

Un delicado balance entre el hierro y la diabetes, SaberMas.

Effects of Apocynin on Heart Muscle Oxidative Stress of Rats with
Experimental Diabetes: Implications for Mitochondria.
10.3390/antiox10030335.

Effects of Gestational Diabetes in Cognitive Behavior, Oxidative Stress and
Metabolism on the Second-Generation Off-Spring of Rats.
10.3390/nu13051575.

Capitulo:  Mitochondrial metabolism in diabetes en el libro
MITOCHONDRIAL METABOLISM. 10.1016/B978-0-12-822416-8.00007-5.
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7. Hypolipidemic and Antioxidant Effects of Guishe Extract from Agave
lechuguilla, a Mexican Plant with Biotechnological Potential, on
Streptozotocin-Induced Diabetic Male Rats. 10.3390/plants10112492.

8. Dietary Iron Restriction Improves Muscle Function, Dyslipidemia, and
Decreased Muscle Oxidative Stress in Streptozotocin-Induced Diabetic
Rats. 10.3390/antiox11040731.

9. Antilipidemic and Hepatoprotective Effects of Ethanol Extract of Justicia
spicigera in Streptozotocin Diabetic Rats. 10.3390/nu14091946.

10.Comparative Effect of Three Different Exercise Intensities in Combination
with Diazoxide on Contraction Capacity and Oxidative Stress of Skeletal
Muscle in Obese Rats. 10.3390/biology11091367.

11.Diazoxide improves muscle function in association with improved
dyslipidemia and decreased muscle oxidative stress in streptozotocin-
induced diabetic rats. 10.1007/s10863-023-09958-7.

12.Antioxidant effects of silver nanoparticles obtained by green synthesis from
the aqueous extract of Eryngium carlinae on the brain mitochondria of
streptozotocin-induced diabetic rats. 10.1007/s10863-023-09963-w.
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13.An Ethyl Acetate Extract of Eryngium carlinae Inflorescences Attenuates
Oxidative Stress and Inflammation in the Liver of Streptozotocin-Induced
Diabetic Rats. 10.3390/antiox12061235.

14. Antioxidant Effect of the Ethyl Acetate Extract of Potentilla indica on Kidney
Mitochondria of Streptozotocin-Induced Diabetic Rats.
10.3390/plants12183196.

15.Eryngium carlinae Extract and Exercise Improve Blood Lipid Profile and
Skeletal Muscle Function in Obese Rats. 10.21926/obm.icm.2403040

16.Capitulo: Analisis bioquimicos: aislamiento, purificacion y funcionalidad de
mitocondrias de cerebro de roedores, Manual del Centro Universitario

Lagos de Moreno, UDG.

17.Polydatin prevents electron transport chain dysfunction and ROS
overproduction in iron-overloaded rat liver mitochondria by decreasing lipid

peroxidation and enhancing cardiolipin levels. ijms-3202345.

18.Protective effect of methylene blue in 3-nitropropionic acid rat model:

behavioral and mitochondrial implications. En revision.
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Eryngium carlinae Ethanol Extract Corrects Lipid Abnormalities
in Wistar Rats with Experimental Diabetes
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ABSTRACT Abnormalities in lipid metabolism, associated with increased risk of cardiovascular disease (CVD), frequently
occur in people with diabetes. Ervngium carlinge is a plant used in traditional medicine to treat lipid abnormalities. The
chemical composition and hypolipidemic activity of the ethanolic extract of £, carlinae were analyzed to broaden our
knowledge of its mechanism of action. The ethanolic extract of £. carfinae was tested for hypolipidemic activity by oral
administration for 40 days. Atorvastatin, a widely used statin. was also administered 10 compare i1s effect with that of the
extract. Serum was used for analysis of the lipid profile and liver microsomes to assess 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme
A (HMG-CoA) reductase activity and low-density lipoprotein receptor (LDL-r) levels. The extract was able to reduce total
cholesterol and non-high-density lipoprosein cholesterol (C-HDL} levels and increase the C-HDL levels reduced in diabeses,
decreasing the atherogenic index and therefore the risk of suffering CVD at the same level as atorvastatin. The HMG-CoA
reductase activity and LDL-r levels were not modified by the administration of E. carlinae. The results demonstrate the
hypolipidemic potential of ethanol extract of E. carfinae and support its use in traditional medicine as a hypolipidemic agent.

KEYWORDS: » aforvastatin = cholesterol e diabetes » lipids e medicinal plant

INTRODUCTION

DIABETES MELLITUS {(DM) is a chronic and progressive
metabolic disorder characterized by hyperglycemia due
to absolute or relative deficiency of insulin,! It is estimated
that there are ~ 425 million adults living with diabetes in the
world, a figure that contd reach 629 million by 2045. DM is
a risk factor for the development of cardiovascular disease
{CVD), which in turn is the main cause of death of people
with diabetes.? Abnormalities in lipoprotein metabolism,
associated with increased risk of CVD, are frequent in
people with diabetes. Among the characteristics of diabetic
dyslipidemia are low levels of high-density lipoprotein
cholesterol (C-HDL) and high levels of triglyceride (TG)
and low-density lipoprotein cholesterof (C-LDL).* Among
the actions that contribute to preventing or delaying CVD
in people with diabetes is controlling giucose and dyslipi-
demias.” In addition to diet and exercise, medication to
treat lipid disorders is necessary for most patients with
diabetes, and statins are the drugs most commonly used to
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correct them.* Atorvastatin, a statin, inhibits 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase, a key
enzyme in cholesterol biosynthesis, lowering circulating
cholesterol levels.” However, in chronic consumption of
statins, the appearance of drug interactions and adverse
effects is frequent.®

Although a wide variety of medicines are currently
available to treat dyslipidemia and other conditions, people
around the world maintain a strong attachment to the use of
medicinal plants to cure diseases. Their use is based on
knowledge acquired with their consumption and transmitted
from generation to generation, becoming part of the culture
of a population.” Therefore, knowing that the plants are used
without any prescription, we cannot neglect to consider
the effect they may have when consumed either alone or in
conjunction with conventional medicine. Hence, it is im-
portant to study medicinal planis to ensure their effective-
ness and safety in consumption. Many plants are used in
traditional medicine to treat diabetes; however, few plants
have proven their effectiveness, such as Ocimwn tenui-
florum L. and Trigonella foenwmn-graecum L., whose use are
supported by clinical data.® The purpose of this study was
to contribute to the evidence on the beneficial effects of
consuming the ethanolic extract of Eryngium carlinae
F. Delaroche (EC) to improve lipid alterations in diabetes.
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Abstract: Gestational diabetes (GD) has been linked with an increased risk of developing metabolic
disorders and behavioral abnormalities in the offspring. Oxidative stress is strongly associated
with neurodegeneration and cognitive disruption. In the offspring brains in a GD experimental
rat model, increased oxidative stress in the prenatal and postnatal stages was reported. However,
long-term alterations to offspring behavior and oxidative stress, caused by changes in the cerebral
cortex and hippocampus, remain unclear. In this study, we evaluated the effect of GD on young
and adult male and female rat offspring in metabolic parameters, cognitive behavior, and oxidative
stress. GD was induced using streptozotocin in dams. Next, the offspring were evaluated at two
and six months of age. Anxiety-like behavior was evaluated using the elevated plus maze and open
field maze; spatial learning and short-term memory were evaluated using the Morris water maze
and radial maze, respectively. We determined oxidative stress biomarkers (reactive oxygen species
(ROS), lipid peroxidation and glutathione status) and antioxidant enzymes (superoxide dismutase
and catalase) in the brain of offspring. We observed that male GD offspring showed a reduced level of
anxiety at both ages as they spent less time in the closed arms of the elevated plus maze at adult age
((P =0.019, d = 1.083 ( size effect)) and spent more time in the open area of an open field (P = 0.0412,
d = 0.743) when young and adult age (P = 0.018, d = 0.65). Adult female GD offspring showed a
reduced level of anxiety (P = 0.036; d = 0.966), and young female GD offspring showed a deficiency in
spatial learning (P = 0.0291 vs. control, d = 3.207). Adult male GD offspring showed a deficiency in
short-term memory (P = 0.017, d = 1.795). We found an increase in ROS and lipid peroxidation, a
disruption in the glutathione status, and decreased activity of catalase and superoxide dismutase
(P < 0.05 vs. control, d > 1.0), in the cerebral cortex and hippocampus of male and female GD
offspring. GD altered metabolism; male offspring of both ages and adult females showed a high level
of triglycerides and a lower level of high-density lipoprotein-cholesterol (P < 0.05 vs. control, d > 1.0).
Young and adult female offspring displayed higher insulin levels (P < 0.05, d > 1.0). These results
suggest that gestational diabetes modifies oxidative stress and cognitive behavior in an age- and
sex-dependent manner.
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damental en casi todos los organismos, inclui-

dos nosotros los seres humanos; no obstante,
un exceso o una falta de éste, puede ser perjudicial,
En este sentido, lo niveles de hierro se deben man-
tener delicadamente equilibrados, ya que el hierro
intracelular en exceso, esuna fuente y un amplifica-
dor de especies reactivas de oxigeno y, por lo tanto,
toxico a concentraciones elevadas.

En este articulo te mostramos la importan-
cia de este elemento, el hierro, en relacion con la
enfermedad cronica llamada diabetes mellitus,
enfermedad metabdlica de caracter mundial y que

El hierro es un metal que juega un papel fun-
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Abstract: Diabetes mellitus (DM) constitutes one of the public health problems today. It is character-
ized by hyperglycemia through a defect in the B-cells function and /or decreased insulin sensitivity.
Apocynin has been tasted acting directly as an NADPH oxidase inhibitor and reactive oxygen species
(ROS) scavenger, exhibiting beneficial effects against diabetic complications. Hence, the present
study’s goal was to dissect the possible mechanisms by which apocynin could mediate its cardio-
protective effect against DM-induced oxidative stress. Male Wistar rats were assigned into 4 groups:
Control (C), control + apocynin (C+A), diabetes (D), diabetes + apocynin (D+A). DM was induced
with streptozotocin. Apocynin treatment (3 mg/kg/day) was applied for 5 weeks. Treatment sig-
nificantly decreased blood glucose levels and insulin resistance in diabetic rats. In cardiac tissue,
ROS levels were higher, and catalase enzyme activity was reduced in the D group compared to the
C group; the apocynin treatment significantly attenuated these responses. In heart mitochondria,
Complexes I and IT of the electron transport chain (ETC) were significantly enhanced in the D+A
group. Total glutathione, the level of reduced glutathione (GSH) and the GSH/ oxidized glutathione
(GSSG) ratio were increased in the D+A group. Superoxide dismutase (SOD) and the glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities were without change. Apocynin enhances glucose uptake and insulin
sensitivity, preserving the antioxidant defense and mitochondrial function.

Keywords: antioxidant; apocynin; diabetes; heart mitochondria; oxidative stress

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is considered an epidemic disease and is one of the fastest-
growing challenges of the 21st century. The continued increase is mainly due to progressive
urbanization, aging, rising obesity levels, unhealthy diets, tobacco use, and generalized
physical inactivity [1]. DM can cause numerous health-weakening complications, decrease
quality of life, and cause early death. It is associated with vascular and heart diseases,
such as high blood pressure, coronary artery disease, and heart failure, responsible for
increased morbidity and mortality [2,3]. The set of cardiovascular diseases causes about
80% of the deaths of diabetic patients. In turn, it has been linked to a broad spectrum of
cardiovascular disorders, leading to atherogenesis, endothelial dysfunction, inflammation,
vascular remodeling, and oxidative stress [4,5]. The increase in the production of reactive
oxygen species (ROS) caused by metabolic changes triggered by diabetes is considered an
essential factor in generating heart problems [6,7]. Oxidative stress during DM plays a
crucial role in regulating coronary blood flow in response to myocardial metabolism (4) and
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1 Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic degenerative disease characterized by
chronic high blood glucose levels (hyperglycemia). The International Diabetes
Federation' classifies DM into type 1 diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus,
gestational diabetes, and other specific types. Chronic hyperglycemia in diabe-
tes is associated with long-term complications that affect various organs and
tissues, including the eyes, nerves, liver, muscle, heart, and kidneys.” The inci-
dence and prevalence of type 2 diabetes mellitus (DM2) has increased in recent
years. DM2 is the most common form of diabetes (90%-95%) and is charac-
terized by glucose intolerance or insulin resistance and abnormalities in insulin
production in pancreatic  cells or insulin-dependent tissues. Abnormalities
in the metabolism of lipids are one of the most frequent complications in
diabetes.” Dyslipidemia (disruption in the normal levels of lipids, mainly cho-
lesterol, and triglycerides) is considered a major cardiovascular risk factor in
diabetes.” Therefore the detection of dyslipidemia and its treatment to reduce
the cardiovascular risk and its consequences are required in diabetic patients.”
Hyperglycemia can also stimulate the generation of reactive oxygen species
(ROS) from different sources, such as oxidative phosphorylation, NADPH
oxidase, xanthine oxidase, among others.” The development of diabetic en-
cephalopathy is a multifactorial process in which both vascular and metabolic

Mitochondrial Metabolism Copyright © 2021 Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-822416-8.00007-5 All rights reserved. 179
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Abstract: Gestational diabetes (GD) has a negative impact on neurodevelopment, resulting in cog-
nitive and neurological deficiencies. Oxidative stress (OS) has been reported in the brain of the
first-generation offspring of GD rats. OS has been strongly associated with neurodegenerative dis-
eases. In this work, we determined the effect of GD on the cognitive behavior, oxidative stress and
metabolism of second-generation offspring. GD was induced with streptozotocin (STZ) in pregnant
rats to obtain first-generation offspring (F1), next female F1 rats were mated with control males
to obtain second-generation offspring (F2). Two and six-month-old F2 males and females were
employed. Anxious-type behavior, spatial learning and spatial working memory were evaluated.
In cerebral cortex and hippocampus, the oxidative stress and serum biochemical parameters were
measured. Male F2 GD offspring presented the highest level of anxiety-type behavior, whilst females
had the lowest level of anxiety-type behavior at juvenile age. In short-term memory, adult females
presented deficiencies. The offspring F2 GD females presented modifications in oxidative stress
biomarkers in the cerebral cortex as lipid-peroxidation, oxidized glutathione and catalase activity. We
also observed metabolic disturbances, particularly in the lipid and insulin levels of male and female
F2 GD offspring. Our results suggest a transgenerational effect of GD on metabolism, anxiety-like
behavior, and spatial working memory.

Keywords: gestational diabetes; second-generation; offspring; anxiety; hippocampus; cerebral cortex;
spatial working memory; metabolism; oxidative stress

1. Introduction

It is estimated that 21.3 million live births worldwide are affected by some type
of hyperglycemia in pregnancy, of which 83% are due to GD and currently, one in six
pregnancies are affected by GD [1]. The transport of glucose across the placenta affects the
pregnant woman'’s metabolic status and interferes with fetal development [2]. Diabetes
during pregnancy causes an abnormal intrauterine metabolic state that in extreme cases
results in congenital malformations and neonatal hypoglycemia depending on the severity
of diabetes [3,4]. These alterations have short- and long-term consequences, including
birth weight changes, insulin resistance, obesity, and diabetes [5,6]. Exposure to an adverse
intrauterine environment, including hyperglycemia and hyperinsulinemia, programs the
development of offspring in a way that can affect more than one generation through
epigenetic changes [7]. Previous studies have shown that second-generation offspring

Nutrients 2021, 13, 1575. https://dni.org/10.3390/nu13()5157.
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Abstract: In the present study, we used a by-product from Agave lechuguilla (guishe) to test its
antidiabetic effect, hypolipidemic activity, and capacity to mitigate the oxidative stress in kidney
mitochondria from streptozotocin-induced diabetic rats. Orally, a crude aqueous extract from
lyophilized guishe was administered over 5 weeks at different doses. Blood glucose and body weight
were monitored. Also, blood chemistry, bilirubin, and alanine aminotransferase were assayed.
Furthermore, the activity of catalase, thiobarbituric acid reactive species, mitochondrial superoxide
dismutase, glutathione and glutathione peroxidase were determined in isolated kidney mitochondria.
Our results show that guishe extracts have no antidiabetic properties at any dose. Nevertheless, it
was able to diminish serum triglyceride levels and regulate the oxidative stress observed in isolated
kidney mitochondria. These observations indicate that the aqueous extract from guishe can be used
to treat abnormalities in serum lipids, as a hypolipidemic, and mitigate the oxidative stress, as an
antioxidant, occurring during diabetes.

Keywords: diabetes; dyslipidemias; flavonoids; oxidative stress; saponins

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a long-lasting health condition that affects glucose metabolism.
Over time, it is also a strong and common risk factor for chronic kidney disease, nephropa-
thy being the most common cause for end-stage renal disease [1]. In 2019, the number
of people with DM increased globally by over two times more than during the last three
decades. In Mexico, it has been growing steadily at approximately 25% every six years
since 2000 [2]; for this reason, DM remains the most important public health problem
worldwide [3]. Historically, the diagnosis of DM was presumptively made based on symp-
tomatology. Nonetheless, in the current times, a simple blood test can effectively diagnose
this pathology [4].

Diabetic patients have an increased risk of developing cardiovascular diseases, due to
the altered lipid metabolism. Abnormal serum lipids are frequently present before diabetes
onset; thus, dyslipidemia (high triglycerides and cholesterol) becomes a cardiovascular risk
factor for DM and its complications. Due to the latter, lipid control and careful monitoring
are typically recommended [5]. Notwithstanding, not only do hyperglycemia and lipid
alterations affect health conditions, but increased oxidative stress also causes impairment
in physiological functions [6]. Oxidative stress could be mitigated by the main antioxidant

Plants 2021, 10, 2492. https:/ /doi.org /10.3390/plants10112492
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Abstract: Diabetes mellitus is a chronic degenerative disease characterized by hyperglycemia and
oxidative stress. Iron catalyzes free radical overproduction. High iron concentrations have previously
been reported to promote an increase in oxidative stress; however, the effect of iron restriction in
diabetes has not yet been explored, so we tested to see if iron restriction in diabetic rats reduces oxida-
tive damage and improved muscle function. Wistar rats were assigned to 4 groups: Control; Diabetic;
Diabetic rats with a high iron diet, and Diabetic with dietary iron restriction. After 8 weeks the rats
were sacrificed, the muscles were extracted to prepare homogenates, and serum was obtained for
biochemical measurements. Low iron diabetic rats showed an increase in the development of muscle
strength in both muscles. Dietary iron restriction decreased triglyceride concentrations compared to
the untreated diabetic rats and the levels of extremely low-density lipoproteins. Aggravation of lipid
peroxidation was observed in the diabetic group with a high iron diet, while these levels remained
low with iron restriction. Iron restriction improved muscle strength development and reduced fatigue
times; this was related to better lipid profile control and decreased oxidant stress markers.

Keywords: diabetes; fatigue; iron; oxidative stress

1. Introduction

Diabetes mellitus is characterized by metabolic dysfunction resulting from changes in
insulin secretion and/or resistance to its actions [1]. Chronic hyperglycemia in diabetes
increases oxidative stress, causing cell damage that eventually leads to acute and chronic
complications [2-4]. Muscle fatigue is an acute symptom of diabetes, causing loss of
strength and mass in muscle [5]. Oxidative stress is a key factor involved in the development
of muscle fatigue [6,7]. Dyslipidemia is another hallmark of diabetes associated with a
higher risk of cardiovascular disease [3]; hereby, the decrease in blood lipids improves
cardiovascular outcomes [9,10]. Dyslipidemia has been related to impaired muscle function
in rodents [11] and humans [12]. Thus, dyslipidemia may enhance the deleterious effects of
oxidative stress on muscles.

On the other hand, high intracellular iron concentrations (i.e., iron overload) enhance
oxidative stress by catalyzing ROS production via the iron/H;0;-based formation of hy-
droxyl radicals [13]. Oxidative stress due to iron overload accelerates both the development
and progression of diabetic complications [14,15]. Accordingly, the role of iron overload
in the impaired metabolism of lipids and carbohydrates has been confirmed in diabetic
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Abstract: Oxidative stress is a factor that contributes to the development of complications in diabetes;
however, its effects can be counteracted using exogenous antioxidants that are found in some
plants, which is why people turn to traditional medicines in the search for therapeutic treatment.
Justicia spicigera has been demonstrated to have the capacity to reduce glycemic levels; however, its
effects on non-insulin-dependent organs such as the liver have not been reported. During 30 days
of administration of Justicia spicigera ethanol extract, the blood glucose and weight of rats were
measured every 5 days. Once the treatment was concluded, the rats were sacrificed. Corporal
weight, blood glucose, cholesterol, very-low-density lipoprotein (VLDL), triglycerides, total lipids,
and liver profile were reduced in the diabetic condition and normalized with the application of
ethanol extract from J. spicigera (EJS). Additionally, there was a significant increase in catalase and
superoxide dismutase activity in the control diabetic rats, a decrease in their activity with the extract
administration, and no effect on normoglycemic rats. In conclusion, EJS is considered to be capable of
reducing oxidative stress by maintaining diminished lipid and liver function profiles in male Wistar
rats with streptozotocin-induced diabetes.

Keywords: antioxidant; bioactive compounds; diabetes; Justicia spicigera; liver; streptozotocin

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a heterogeneous set of multifactorial pathogenetic syn-
dromes with a common nexus of metabolic disorder, mainly chronic hyperglycemia and
alterations in lipid and protein metabolism. Glucose transportation through the plasma
membrane of mammalian cells is one of the most important events of nutrient transport,
since this monosaccharide has a central role in metabolism and cell homeostasis. To trans-
port glucose inside the cells, the organs in the body have different GLUT proteins, and they
are divided into two groups. One group is insulin-dependent, including skeletal muscle,
adipose tissue, and heart tissue, which have GLUTA4 transporters [1]. The other group is
tissues that do not depend on insulin to transport glucose inside them, such as the brain,
kidney, and erythrocytes, and the epithelial cells of the intestine and liver [1].

The liver performs several biochemical functions of synthesis and excretion, so there
is no test that can define the state of total liver function. The National Academy of Clinical
Biochemistry and the American Association for the Study of Liver Diseases recommend
a specific panel of tests to be used in the initial evaluation of patients with known or
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Simple Summary: Obesity is a growing public health problem worldwide. It is a pathological state
that degrades the proper functioning of skeletal muscle. Diazoxide treatment and exercise have been
shown to generally improve muscle function. However, the effect that each of the different exercise
intensities has when combined with diazoxide on the contraction capacity, resistance to fatigue and
oxidative stress levels in rat skeletal muscle is unknown. Therefore, this work focused on analyzing
which exercise intensity was more efficient in combination with diazoxide in improving muscle tissue
and its metabolic capacities. The best results were obtained with low- and moderate-intensity exercise
when combined with the drug. These results expected to open a window of time that allows the
implementation of a constant and prolonged exercise protocol that completely reverses the harmful
effects of obesity on muscle tissue and obesity itself.

Abstract: Obesity is a chronic disease that impairs skeletal muscle function, affects the ability to
contract, and promotes the development of fatigue. For this reason, the study of treatments that seek
to reduce the harmful effects of obesity on muscle tissue has been deepened. Diazoxide treatment
and various exercise protocols have been proposed to protect skeletal muscle against oxidative stress
and its effects. However, the intensity and duration of exercise combined with diazoxide that would
obtain the best results for improving skeletal muscle function in obese rats is unknown. To this end,
this study evaluated the effects of three different exercise intensities combined with diazoxide on
contraction capacity, resistance to fatigue, markers of oxidative stress, lipid peroxidation, ROS, and
glutathione redox status of skeletal muscle. The results showed that treatments with diazoxide and
exercise at different intensities improved muscle contraction capacity by reducing oxidative stress
during obesity, with the best results being obtained with low-intensity exercise in combination with
diazoxide. Therefore, these results suggest that diazoxide and low-intensity exercise improve muscle
function during obesity by decreasing oxidative stress with the same efficiency as a moderate-intensity
exercise protocol.

Keywords: skeletal muscle; obesity; fatigue; oxidative stress; exercise; diazoxide

1. Introduction

Obesity is a chronic disease triggered by multiple factors, including disordered eat-
ing, lack of physical activity and sedentary lifestyle, or metabolic, hormonal, or genetic
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Abstract

Aim/Introduction: Diabetes Mellitus is a chrenic degenerative disease, and its main biochemical characteristic is hyper-
glycemia due to impaired insulin secretion, resistance to peripheral actions of insulin, or both. Hyperglycemta causes
dyslipidemia and stimulates oxidative damage, leading to the main symptoms, such as fatigue and culminates in diabetic
complications. Previous studies have shown that ATP-sensitive potassium channels counteract muscle fatigue and meta-
bolic stress in healthy mouse models. To determine the effect of diazoxide on muscle strength development during diabe-
tes, we tested the effect of diazoxide in streptozotocin-diabetic rats in muscle function, lipid profite and oxidative stress
biomarkers. Materials and methods: Wistar rats were divided into 4 groups of six animals each: (1) Conirol group, (2)
diabetes group, (3) Conirol group + diazoxide, and (4) Diabetic + diazoxide (DB + DZX). 4 weeks after rats were sacrificed,
soleus and extensor digitorum longus muscles (EDL) were extracted to prepare homogenates and serum was obtained
for biochemical measurements. Oxidative damage was evaluated by the thiobarbituric acid method and the fluorescent
for reactive oxygen species (ROS) probe 2,4-H,DCFDA, respectively. Results: Diabetic rats with diazoxide administra-
tion showed an increase in the development of muscle strength in both muscles; in turn, the onset of fatigue was longer
compared to the group of diabetic rats without treatment. Regarding the lipid profile, diazoxide decreased total choles-
terol levels in the group of diabetic rats treated with diazoxide (X46.2 mg/dL) compared to the untreated diabetic group
(X=104.4 mg/dL}; secondly, diazoxide decreased triglyceride concentrations (X=105.3 mg/dL) compared to the untreated
diabetic rats (X=412.2 mg/dL) as well as the levels of very low-density lipoproteins (X=20.4 mg/dL vs. =82.44 mg/
dL). Regarding the various markers of oxidative stress, the diabetic group treated with diazoxide was able to reduce the
concentrations of TBARS and total reactive oxygen species as well as preserve the concentrations of reduced ghitathione.
Conclusion: Diazoxide administration in diabetic rats increases muscle strength development in EDL and soleus muscle,
decreases fatigue, reduces cholesterol and triglyceride concentrations and improves oxidative stress parameters such as
TBARS, ROS, and glutathione status.

Keywords Diabetes - Diazoxide - Oxidative stress - Lipid profile
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Abstract: Secondary metabolites such as flavonoids are promising in the treatment of non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD), which is one of the complications of diabetes due to oxidative stress
and inflammation. Some plants, such as Eryngium carlinae, have been investigated regarding their
medicinal properties in in vitro and in vivo assays, showing favorable results for the treatment of
various diseases such as diabetes and obesity. The present study examined the antioxidant and
anti-inflammatory effects of the phenolic compounds present in an ethyl acetate extract of the
inflorescences of Eryngium carlinae on liver homogenates and mitochondria from streptozotocin
(STZ)-induced diabetic rats. Phenolic compounds were identified and quantified by UHPLC-MS,
In vitro assays were carried out to discover the antioxidant potential of the extract. Male Wistar
rats were administered with a single intraperitoneal injection of STZ (45 mg/kg) and were given
the ethyl acetate extract at a level of 30 mg/kg for 60 days. Phytochemical assays showed that the
major constituents of the extract were flavonoids; in addition, the in vitro antioxidant activity was
dose dependent with IC50 = 57.97 mg/mL and IC50 = 30.90 mg/mL in the DPPH and FRAP assays,
respectively. Moreover, the oral administration of the ethyl acetate extract improved the effects
of NAFLD, decreasing serum and liver triacylglycerides (TG) levels and oxidative stress markers
and increasing the activity of the antioxidant enzymes. Likewise, it attenuated liver damage by
decreasing the expression of NF-kB and iNOS, which lead to inflammation and liver damage. We
hypothesize that solvent polarity and consequently chemical composition of the ethyl acetate extract
of E. carlinae, exert the beneficial effects due to phenolic compounds. These results suggest that the
phenolic compounds of the ethyl acetate extract of E. carlinae have antioxidant, anti-inflammatory,
hypolipidemic, and hepatoprotective activity.

Keywords: antioxidants; anti-inflammatory activity; diabetes mellitus; Eryngium carlinae; phenolic
compounds; rosmarinic acid

1. Introduction

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by increased blood glucose
or hyperglycemia [1]. Hyperglycemia is one of the causes of the development of various
complications such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), in which there is an
accumulation of lipids in the liver greater than 5-10%; in some cases, there is evidence of
inflammation progressing to non-alcoholic steatohepatitis (NASH). This accumulation of
lipids derived from an imbalance in their acquisition and disposition leads to metabolic

Antioxidants 2023, 12, 1235. https:/ /doi.org /10.3390/antiox12061235
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Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by chronic hyperglycemia that affects practically all tissues and
organs, being the brain one of most susceptible, due to overproduction of reactive oxygen species induced by diabetes.
Ervngium carlinae is a plant used in traditional Mexican medicine to treat diabetes, which has already been experimentally
shown have hypoglycemic, antioxidant and hypolipidemic properties. The green synthesis of nanoparticles is a technique
that combines plant extracts with metallic nanoparticles, so that the nanoparticles reduce the absorption and distribution
time of drugs or compounds, increasing their effectiveness. In this work, the antioxidant effects and mitochondrial function
in the brain were evaluated, as well as the hypoglycemic and hypolipidemic effect in serum of both the aqueous extract of
the aerial part of E. carlinae, as well as its combination with silver nanoparticles of green synthesis. Administration with
both, extract and the combination significantly decreased the production of reactive oxygen species, lipid peroxidation, and
restored the activity of superoxide dismutase 2, glutathione peroxidase, and electron transpott chain complexes in brain,
while that the extract-nanoparticle combination decreased blood glucose and triglyceride levels. The results obtained sug-
gest that both treatments have oxidative activity and restore mitochondrial function in the brain of diabetic rats.

Keywords Antioxidant © Brain mitochondria

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder of multiple
etiologies characterized by chronic hyperglycemia and
alterations in the metabolism of carbohydrates, lipids, and
proteins as a result of defects in the secretion or action of
insulin or a combination of both (International Diabetes
Federation 2021). DM is one of the main health problems
worldwide. It is estimated that the number of people with
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Oxidative stress

DM in 2021 will reach 537 million, and by 2045 the figure
will increase to 783 million (International Diabetes Federa-
tion 2021). With development for several years, DM causes
different complications that are classified as microvascular
(neuropathy, retinopathy. and nephropathy) and macrovas-
cular (peripheral arterial disease, cerebrovascular disease,
and diabetic heart disease), which affect practically all tis-
sues and organs (International Diabetes Federation 2021).
One of the organs most affected by diabetes is the brain;
since high glucose levels cause increased production of
reactive oxygen species (ROS) that are highly reactive
and can react with any macromolecule, altering its normal
structure and function and exacerbating the complication
and damage caused by DM (Islam 2017). Excess glucose
generates a greater amount of mitochondrial substrates (Du
et al. 2003; Nishikawa et al. 2000), which causes a greater
electron leakage from the respiratory chain, especially in
complexes | and 111, and this ultimately increases ROS pro-
duction (Sivitz and Yorek 2010). Increased ROS production
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Abstract: Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by persistent hyperglycemia.
This state may lead to an increase in oxidative stress, which contributes to the development of diabetes
complications, including diabetic kidney disease. Pofentilla indica is a traditional medicinal herb in
Asia, employed in the treatment of several diseases, including DM. In this study, we investigated
the antioxidant effect of the ethyl acetate extract of Potentilla indica both in vitro and on kidneys of
streptozotocin-induced diabetic male rats. Firstly, phytochemicals were identified via UPLC-MS/MS,
and their in vitro antioxidant capabilities were evaluated. Subsequently, male Wistar rats were
assigned into four groups: normoglycemic control, diabetic control, normoglycemic treated with
the extract, and diabetic treated with the extract. At the end of the treatment, fasting blood glucose
(FBG) levels, creatinine, blood urea nitrogen (BUN), and uric acid were estimated. Furthermore,
the kidneys were removed and utilized for the determination of mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) production, mitochondrial respiratory chain complex activities, mitochondrial lipid
peroxidation, glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT)
activities. The in vitro findings showed that the major phytochemicals present in the extract were
phenolic compounds, which exhibited a potent antioxidant activity. Moreover, the administration of
the P. indica extract reduced creatinine and BUN levels, ROS production, and lipid peroxidation and
improved mitochondrial respiratory chain complex activity and GSH-Px, SODKk, and CAT activities
when compared to the diabetic control group. In conclusion, our data suggest that the ethyl acetate
extract of Potentilla indica possesses renoprotective effects by reducing oxidative stress on the kidneys
of streptozotocin-induced diabetic male rats.

Keywords: antioxidant; diabetes mellitus; kidney mitochondria; oxidative stress; Potentilla indica

1. Introduction

DM is a chronic metabolic disorder characterized by persistent hyperglycemia, result-
ing directly from defective insulin action, inadequate insulin secretion, or both [1], leading
to abnormalities in carbohydrate, lipid, and protein metabolism and an increase in oxidative
stress (OS) [2]. Currently, DM represents a significant public health problem worldwide
because it has presented at alarming levels in recent years. In 2021, a diagnosis prevalence
of 537 million people was registered, and according to the TDF (International Diabetes
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Abstract

An excess of adipose tissue characterizes obesity; it is associated with complications such as
diabetes and cardiovascular diseases due to an alteration in the lipid profile; this condition
affects all tissues; even skeletal muscle is the most affected, causing its malfunction and
bringing more significant consequences. Exercise has been described as one of the best
treatments to combat obesity. At the same time, E. carlinae is a plant proven to have lipid-
lowering and hypoglycemic effects, improving the function of various organs. However, its
described effect has not been proven in skeletal muscle during obesity. Wistar male rats were
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