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Resumen

INTRODUCCION. La curcumina (diferuloilmetano), es uno de los compuestos con mayor
activividad biolégica que se ha aislado del turmérico (Curcuma longa L.), y se ha descrito que
posee actividad antioxidante directa e indirecta. Por otro lado, se conoce que los compuestos de
cromo hexavalente [Cr(VI)] como el dicromato de potasio (K2Crz207) inducen nefrotoxicidad y que
uno de los principales mecanismos de progresion del dafo celular es a través de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO). JUSTIFICACION. Se ha estudiado el efecto protector de la
curcumina en diferentes modelos de nefrotoxicidad. Sin embargo, se desconoce si la capacidad
antioxidante de la curcumina previene o atenda el dafio renal inducido por KzCr;07 en ratas, ya
que se ha documentado que el estrés oxidante juega un papel importante en la progresion de la
insuficiencia renal aguda (IRA) inducida por este compuesto. HIPOTESIS. Si el antioxidante
curcumina es capaz de reducir directamente las ERO y de inducir la transcripciéon de enzimas
citoprotectoras de fase 2, entonces sera capaz de prevenir o atenuar la disfuncién renal y el dafio
oxidante inducidos por K,;Cr,O7 a través de su efecto antioxidante. OBJETIVOS. Evaluar si la
curcumina ejerce efecto nefroprotector en la IRA inducida con Kz2Cr:07 y si este efecto esta
relacionado con su capacidad antioxidante. Para ello se determinara el efecto de este compuesto
sobre las alteraciones inducidas por K;Cr,07 en la funciéon renal, el estrés oxidante y la actividad
de las enzimas antioxidantes. METODOLOGIA. Las ratas se trataron con curcumina cada 24 h via
oral bajo tres esquemas de tratamiento: (1) Tratamiento completo (100, 200 y 400 mg/kg de
peso corporal, diez dias antes y dos dias después de la inyecciéon de K2Cr207), (2) pretratamiento
(400 mg/kg de peso corporal, diez dias antes de la inyeccion de K2Crz07) y (3) postratamiento
(400 mg/kg de peso corporal, dos dias después de la inyecciéon de K2Crz207). Se administr6 una
dosis unica de K>Cr207 via subcutanea (15 mg/kg de peso corporal). Las ratas se sacrificaron 48 h
después de la inyecciéon de K>Cr207 para evaluar la funcién renal, el dafio histoldgico, el estrés
oxidante, la actividad de las enzimas antioxidantes y el contenido de Cr(VI) en tejido renal.
RESULTADOS. El tratamiento con curcumina (esquemas 1 y 2) atenud la disfunciéon renal
[proteinuria, la creatinina en plasma, el nitrégeno de urea en sangre (BUN), la excrecién urinaria
de N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y disminucién de la depuraciéon de creatinina y la
actividad de glutation peroxidasa (GPx) en plasma], el dafio histolégico [necrosis tubular aguda
(NTA)], el estrés oxidante [lipoperoxidacién, oxidacion de proteinas, contenido de glutation

reducido (GSH) y excrecién urinaria de H202] y la disminucion de la actividad de las enzimas



antioxidantes [catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), GPx, glutatién S-transferasa (GST) y
superoxido dismutasa (SOD)] inducidos por el K2Cr207. Se encontr6é que el postratamiento con
curcumina (esquema 3) no atenud la disfunciéon renal inducida por el K>Cr207. Ademas se
encontro que el tratamiento con curcumina no afect6 el contenido renal de Cr(VI) lo que sugiere
que este no es el mecanismo a través del cual la curcumina ejerce el efecto nefroprotector
observado. También, se encontr6é que la curcumina indujo la actividad de la GST y aument6 el
contenido renal de GSH. CONCLUSION. Los resultados sugieren que el efecto nefroprotector que
se observa de la curcumina contra la nefrotoxicidad inducida por K;Cr;07 esta asociado con la
preservacion de la actividad de las enzimas antioxidantes, la induccién de la GST y el aumento en
el contenido renal de GSH. PERSPECTIVAS. Se ha descrito que la mitocondria es la principal
fuente de produccién de ERO en condicones fisolégicas y patoldgicas, por lo tanto, seria
interesante investigar si el Cr(VI) induce disfunciéon mitocondrial en este modelo experimental y

si la curcumina seria capaz de atenuar los efectos téxicos del Cr(VI) a nivel mitocondrial.



Abreviaturas

ABTS 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ANOVA Analisis de varianza

ARE Elementos de respuesta antioxidante
ASB Albumina sérica bovina

BUN Nitrégeno de urea en sangre

BHT Hidroxitolueno butilado

CAT Catalasa

CMC Carboximetilcelulosa

CNDB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

Cr (11I) Cromo trivalente

Cr(1v) Cromo tetravalente

Cr(V) Cromo pentavalente

Cr (V]) Cromo hexavalente

CUL 3 Culina 3

CUR Curcumina (solo para describir los grupos experimentales)
DFC Difenilcarbazida

DMPD Dicloruro de N,N-dimetl-p-fenilendiamina
DNPH Dinitrofenilhidrazina

DPPHe. Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EEM Error estandar de la media

ERO Especies reactivas de oxigeno

FeZ+ Hierro 2+

Fe-NTA Nitrilotriacetato férrico

v-GCL y- glutamato cisteina ligasa

GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

GST Glutation S-transferasa

4-HNE 4-hidroxinonenal

HO-1 Hemo oxigenasa-1

H:0; Pero6xido de hidrogeno

IRA Insuficiencia renal aguda

i.p. Via intraperitoneal

k Constante de reaccién de primer orden
Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 (por sus siglas en inglés)
MCB Monoclorobimano

MDA Malondialhehido

NAG N-acetil-b-D-glucosaminidasa

NBT Nitro azul de tetrazolio

NQO1 NADPH quinona oxidoreductasa-1

Nrf2 NF-E2 p45-related Factor 2 (por sus siglas en inglés)




NTA Necrosis tubular aguda

02— Anién superoéxido

OH* Radical hidroxilo

OH— Anion hidroxilo

PM Peso molecular

Prx Peroxirredoxina

Rbx1 RING-box proteina (por sus siglas en inglés)
rpm Revoluciones por minuto

SH Grupos tiol

SOD Superoéxido dismutasa

TCA Acido tricloroacético

TMPO Tetrametoxipropano

Trx Tiorredoxina

TrxR Tiorredoxina reductasa

U Unidades de actividad enzimética
Ub Ubiquitinacion




1. Antecedentes

1.1. Curcumina

La Curcuma longa L., es un planta de origen asiatico que pertenece a la familia de plantas
conocida como Zingiberaceas cuyo rizoma de color naranja se usa cominmente como una
especia principalmente en la cultura asiatica donde se considera una planta “mdagica” debido a las
caracteristicas organolépticas y a las propiedades terapéuticas
que posee (Goel et al, 2008) (Fig. 1). Es por esta razén que los
compuestos presentes en el rizoma de la circuma se han
estudiado ampliamente con la finalidad de optimizar el uso de
esta planta.
Los componentes principales del extracto seco del rizoma de
esta planta son: carbohidratos (4.7-8.2%), aceites esenciales

(2.4-4.0%), acidos grasos (1.7-3.0%), curcuminoides (curcumina,

demetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina y ciclocurcumina)
cuyo contenido aproximado es de un 3-5% y otros polipéptidos
como la turmerina (0.1% del extracto seco) (Srinivas et al,
Figura 1. Curcuma longa L. 1992).

La curcumina o también llamado diferuloilmetano, es el componente mayoritario de los
curcuminoides presentes en los extractos del rizoma de esta planta (~-77%), es la sustancia que
causa el color amarillo caracteristico y es uno de los principales componentes que presenta
actividad biolégica (Ajay et al,, 2008). Es un compuesto insoluble en agua y éter, pero soluble en
etanol, dimetilsulf6xido (DMSO) y acetona. Es estable a pH acido, aunque en medio acuoso es
estable a pH elevado (>11.7) (Bernabe-Pineda et al, 2004; Wang et al,, 1997). Tiene un punto de
fusién de 183.8°C, su formula molecular es C21H2006 y su PM es de 368.37 g/mol, es de color
amarillo (en un intervalo de pH de 2.5 - 7.0) o rojo (a un pH mayor a 7.0). La curcumina existe en
forma de cetona o de enol, esta ultima es la isoforma que le confiere la caracteristica de

reaccionar con las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura quimica de la curcumina. Con flechas se sefialan los grupos OH los cuales

son los responsables de la actividad antioxidante directo de la curcumina.

1.2. Usos tradicionales de la curcumina

La cdrcuma o turmérico es un compuesto ampliamente utilizado en la medicina tradicional
asiatica, su uso se recomienda para el tratamiento de varios padecimientos comunes como son
dolor de estémago, flatulencia, disenteria, tulceras, ictericia, artritis e infecciones (Ajay et al,
2008). Se han descrito diversas actividades biolégicas de la curcumina, entre las que se
mencionan sus caracteristicas como fungicida (Kim et al, 2003), antiparasitario (Reddy et al,
2005), antiinflamatorio (Srimal et al,, 1973), antiproliferativo (Kuttan et al, 1985; Mahady et al,
2002; Ruby et al.,, 1995) y antioxidante (Ruby et al., 1995; Sharma, 1976; Sugiyama et al., 1996).

1.3. Farmacocinética de la curcumina

En diversos estudios se ha descrito que la curcumina tiene potente actividad bioldgica y por
consiguiente es un agente terapéutico eficaz para el tratamiento de diversos padecimientos. Sin
embargo, en los estudios que se han hecho con respecto a la absorcidn, distribucién, metabolismo
y excrecion de este compuesto se ha descrito que la curcumina se absorbe poco y se metaboliza
rapidamente, lo cual limita su biodisponibilidad siendo una de las principales limitantes para su

eficacia (Anand et al., 2007).

Absorcidn

Se ha documentado que la absorcién gastrointestinal de la curcumina es muy baja en roedores y
en humanos (Pan et al, 1999; Perkins et al., 2002; Wahlstrom y Blennow, 1978) debido a que los
niveles plasmaticos detectados después de la administraciéon oral de este compuesto son

extremadamente bajos, el primer estudio de farmacocinética de la curcumina se realiz6 por
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Wahlstrom y Blennow (1978) en ratas Sprague-Dowley. Después de 15 min de la administracion
por via oral de 1 g/kg de curcumina, se encontraron bajos niveles plasmaticos de este compuesto
(0.13 mg/ml); la concentraciéon maxima se detect6 a los 60 min (0.22 mg/ml). En otro estudio se
demostré que se alcanza una concentraciéon plasmatica maxima de 0.36 mg/ml después de la
administracion intravenosa de 10 mg/kg de curcumina, mientras que la administracién oral de
una dosis de 500 mg/kg alcanzd niveles plasmaticos maximos de 0.06 mg/ml 41 min después de
su administracién (Yang et al,, 2007), es decir, la via de administracién de este compuesto juega

un papel esencial en su biodisponibilidad.

Distribucion

En un estudio realizado por Ravindranath y Chandrasekhara (1980), acerca de la distribucién
de la curcumina en los diferentes tejidos, se encontré que después de la administracion oral de
400 mg/kg de curcumina en ratas, solo una pequefa cantidad de este compuesto se encontré en
higado y en rifién (~20 pg en cada tejido). En el estudio realizado por Suresh y Srinivasan (2010)
en el cual se administr6 curcumina a una dosis de 500 mg/kg via intragastrica a ratas macho
Wistar, se encontré que la curcumina se distribuye en érganos tales como el higado, el intestino,
la sangre y el rifién; la cantidad encontrada 24 h después fue de 1.98+0.76 ug en tejido renal.
Como se describié anteriormente la curcumina se absorbe poco. Sin embargo, se ha descrito que
una vez que este compuesto llega al torrente sanguineo se distribuye en diferentes 6rganos como
rifién, higado y cerebro (Ravindranath y Chandrasekhara, 1980, 1981). En la rata el volumen de
distribucién de la curcumina es de aproximadamente 190 litros, lo que sugiere que la curcumina
se distrubuye sistémicamente (Ravindranath y Chandrasekhara, 1980, 1981; Pan et al, 1999;
Perkins et al, 2002; Garcea et al, 2004).

Metabolismo

El higado es el principal érgano responsable de la biotransformacién de la curcumina (Pan et
al, 1999). Se han realizado estudios acerca del metabolismo de la curcumina en humanos y en
roedores, se encontré que una vez que la curcumina se absorbe esta lleva a cabo reacciones de
conjugacion con sulfato o con glucorénidos en varios tejidos. Pan et al. (1999) demostraron que
el 99% de la curcumina plasmatica se encuentra conjugada con acido glucorénico, este mismo
grupo demostr6 también que los principales metabolitos estables in vivo de la curcumina son los
glucorénidos de dihidrocurcumina y de tetrahidrocurcumina, los cuales también se ha descrito
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que poseen actividad antioxidante y antiinflamatoria (Sugiyama et al, 1996).

Excrecion

En ratas y humanos las heces constituyen la mayor via de excrecién de la curcumina, en orina
se ha encontrado que la cantidad de curcumina o sus derivados es minima o indetectable. Maiti et
al. (2007) encontraron que después de la administracidn via oral de curcumina a dosis menores a
1 g/kg el tiempo de vida media de eliminacién plasmatica de este compuesto es de
aproximadamente 1.5 h. Sin embargo, hasta la fecha no existe en la literatura evidencia suficiente
para describir los factores que controlan la eliminacién in vivo de este compuesto. La seguridad,
la tolerancia y la baja toxicidad de este compuesto esta bien establecida; los humanos toleran

bien dosis orales de 12 g/dia durante 30 dias (Lao et al, 2006).

1.4. Estrés oxidante

De manera normal, en la célula existe un equilibrio entre los sistema productores de ERO y la
capacidad neutralizante del sistema de defensa antioxidante (Cohen-Kerem y Koren, 2003). El
balance entre condiciones oxidantes y defensas antioxidantes se puede perder debido a un
aumento en la producciéon de ERO, a una disminucién en los sistemas antioxidantes o a una
combinaciéon de ambos factores, a esta condicion se le denomina estrés oxidante. El estrés
oxidante se origina en situaciones fisioldgicas anormales tales como la hipoxia/reperfusion,
ademas es una de las caracteristicas de progresion de muchas enfermadades, entre las cuales se
encuentran el cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades hepaticas, insuficiencia

renal aguda, disfuncién endotelial, retinopatias, etc (Konigsberg et al., 2008).

1.5. Antioxidantes directos e indirectos

La proteccion celular contra la toxicidad oxidante y electrofilica esta dada por dos tipos de
moléculas antioxidantes: (i) antioxidantes directos, los cuales son compuestos que participan
directamente en las reacciones de 6xido-reduccion por lo que ocurren modificaciones en su
estructura durante el proceso de su acciéon antioxidante y necesitan ser reemplazados o
regenerados, ademas bajo ciertas condiciones (un exceso) podrian actuar como agentes
prooxidantes; y (ii) antioxidantes indirectos, este grupo de compuestos no participan en las
reacciones de 6xido-reduccion, se ha descrito que uno de sus mecanismos de accién es a través

de la activacidn la via Keap1/Nrf2/ARE, la cual induce la transcripcién de genes citoprotectores
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de fase 2 que dan origen a proteinas que actian cataliticamente en la eliminacién de compuestos
toxicos y que tienen tiempos de vida media mayores que los antioxidantes directos, ademas, se ha
postulado que es poco probable que tengan efectos prooxidantes (Dinkova-Kostova y Talalay,
2008). Algunas de las proteinas citoprotectoras de fase 2 que se inducen via Keap1/Nrf2/ARE se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Proteinas citoprotectoras de fase 2 y su funcién

Proteina Funcion

Glutation S-transferasa (GST) Conjugar electrofilos con glutatiéon reducido (GSH) y
reducir oxidantes y peréxidos
RX + GSH - RSG + HX

v-Glutamato cisteina ligasa (yGCL) | Catalizar la reaccion limitante de la sintesis de GSH
Glu + Cisteina + ATP = y-Glutamil-Cisteina + ADP + Pi

Glutation reductasa (GR) Regenerar GSH a partir de glutation oxidado (GSSG)
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+
Tiorredoxina reductasa (TrxR) Regenerar tiorredoxina (Trx) reducida

Trx-Sz + NADPH + H* — Trx-(SH): + NADP*

NADPH quinona 6xidorreductasa- | Prevenir el ciclo redox de las quinonas, disminuye el
1 (NQO1) nivel de las quinonas electrofilicas, mantiene a la
coenzima Q en su forma reducida

Quinona + NADPH + H* - Hidroquinona + NADP+

Hemo oxigenasa-1 (HO-1). Generar antioxidantes (bilirrubina y monéxido de
Nota: la HO-1 cataliza la reaccién | carbono) y degradar el grupo hemo (prooxidante)
(1) y la biliverdina reductasa | (1) Hemo + O2 + NADPH + H* > monoxido de carbono

cataliza la reaccién (2) + Biliverdina + NADP+*
(2) Biliverdina + NADPH + H* -  Bilirrubina + NADP+
Glutation peroxidasa (GPx) Descomponer hidroperéxiodos y H20-

H202 + 2GSH — GSSG + 2H20

Catalasa (CAT) Descomponer H20;

H202 + H202 — 2H20 + O
Peroxirredoxina (Prx) Descomponer hidroperoéxidos y H202

H20; + Prx-(SH)2 — H20 + Prx-S;
Superdéxido dismutasa (SOD) Convertir superoéxido en H20;

027+ 027+ 2H* = H202 + 02
Tiorredoxina (Trx) Reducir diversos compuestos

Trx-(SH)2 + proteina-Sz — Trx-S: + proteina-(SH)2

El mecanismo de induccién de proteinas citoprotectoras a través de la via Keap1/Nrf2 /ARE se
presenta en la Fig. 3. En resumen, se ha descrito que en condiciones basales, la proteina Keap1

forma un complejo con otra proteina denominada culina 3 (Cul 3) los cuales reprimen al factor de



transcripcion Nrf2 al ubiquitinarlo constantemente para su subsecuente degradacién
proteasomal. Se ha postulado que cuando un inductor entra a la célula modifica los residuos
activos de cisteina de Keap1 causando un cambio conformacional que interrumpe la capacidad de
Keap1 para reprimir a Nrf2, el cual se traslada al nucleo y en combinacién heterodimérica con
factores pequefios de transcripcién Maf, se unen a las secuencias ARE que son secuencias que se
encuentran rio arriba de la regiéon promotora de ciertos genes citoprotectores activando la

transcripcion de estos.

( N N
ESTADO BASAL ESTADO INDUCIDO

Citoplasma Citoplasma

(=) Transeripcien

i Nucleo
L Nucleo Pk )

Figura 3. Mecanismo de induccién de proteinas citoprotectoras (Tomado de Dinkova-Kostova y

Talalay., 2011)

Se ha clasificado otro grupo de antioxidantes denominados como bifuncionales, los cuales
poseen las caracteristicas de los antioxidantes directos e indirectos. Es interesante el hecho de
que muchos inductores de proteinas citoprotectoras se han aislado a partir de extractos de
vegetales o plantas, por ejemplo, el sulforafano (que se obtiene del broécoli), el acido
nordihidroguayaréticio (NDGA, que se extrae de la planta Larrea tridentata), el resveratrol (que

se extrae de las uvas) y la curcumina (que se obtiene de la planta Curcuma longa L.).

1.6. Curcumina como antioxidante bifuncional
Se ha descrito que la curcumina es un antioxidante bifuncional pues ejerce efectos

antioxidantes directos e indirectos. El efecto de la curcumina como antioxidante indirecto se
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define por su capacidad de inducir la expresiéon de diversas proteinas citoprotectoras a través de
la via Keap1/Nrf2/ARE (Dinkova-Kostova y Talalay, 2008).

En experimentos realizados in vivo, se ha demostrado que la curcumina es capaz de inducir la
expresion de la enzima HO-1 en cerebro, a través de la via Keap1/Nrf2/ARE, con lo cual se le ha
atribuido efecto neuroprotector (Chenhui et al, 2009). También se ha descrito que induce las
enzimas antioxidantes GST y NQO1 en células de adenocarcinoma de colon humano y que
aumenta la concentraciéon de Nrf2 en el nucleo (Ye et al, 2007). En estudios llevados a cabo en
rifién, se ha encontrado que induce la actividad de CAT, GR, GPx, GST y NQO1 en el ratén (Igbal et
al, 2003). Ademas, en células renales de cerdo LLCPK-1 la curcumina indujo la expresion y
actividad de HO-1 de una manera dependiente de la concentracién ademas de aumentar la
expresion del factor de transcripcién Nrf2 (Balogun et al, 2003). Los hallazgos anteriores
sugieren que la curcumina es capaz de inducir la actividad de las diferentes enzimas
citoprotectoras a través de la induccién del factor de transcripcién Nrf2.

Con respecto a la capacidad antioxidante directa de la curcumina se han realizado diversos
estudios. Tuba e Ilhami (2008) demostraron en estudios in vitro que la curcumina es capaz de
reaccionar directamente con especies altamente reactivas como el 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPHe), 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), dicloruro de N,N-dimetil-
p-fenilendiamina (DMPD), anion superéxido (O27) y peréxido de hidrégeno (H202) ademas de
quelar metales como el Fe?*, describieron también que la curcumina inhibe la lipoperoxidacion
en una magnitud comparable con la de otros compuestos antioxidantes conocidos, como el
hidroxitolueno butilado (BHT), el a-tocoferol y el trélox.

Los aspectos mecanisticos de la actividad antioxidante de la curcumina se han investigado en
varios modelos en los cuales se ha estudiado la capacidad que tiene la curcumina de reaccionar
directamente con diversas ERO (Barclay et al, 2000; Chen et al., 2006; Ligeret et al, 2004;
Priyadarsini et al., 2003; Sun et al, 2002; Suzuki et al, 2005; Venkatesan et al, 2000; Wright
2002). Sharma en 1976 describié que los grupos hidroxilo (OH) de los fenoles (Fig. 2) de la
curcumina son los responsables de la actividad antioxidante directa de este compuesto, lo cual se
corrobord recientemente en otros estudios (Ligeret et al, 2004; Venkatesan y Rao, 2000) donde,
ademas, se describié que la presencia de los grupos metoxilo en posicién orto al OH, favorecen la

actividad antioxidante de la curcumina.

1.7. Papel de la curcumina en la prevencidn y atenuacién del dafio renal.



La curcumina se ha estudiado en varios modelos de dafio renal oxidante (Tabla 2) y se ha

propuesto como un potencial agente nefroprotector, pues el tratamiento con este compuesto ha

prevenido o atenuado la disfuncién renal inducida por compuestos nefrotoxicos.

Tabla 2. Modelos de dafio renal en los que se ha estudiado el papel nefroprotector de la

curcumina.

Compuesto nefrotdxico

Esquema de tratamiento con curcumina

Referencia

Cipermetrina 100 mg/kg, 28 dias, via oral Sankar et al. (2011)
Vancomicina 200 mg/kg, 21 dias, via oral Ahmida (2011)
Acetaminofén 200 mg/kg, 30 min antes, via i.p Cekmen et al. (2009)
Fe-NTA 1% en la dieta, 28 dias Igbal et al. (2009)

Arsenito de sodio

15 mg/kg, 30 dias, via oral

El-Demerdash et al. (2008)

Aflatoxina 2 mg/kg, 45 dias, via oral Verma y Mathuria (2008)
Fe-NTA 50 mg/kg, 3 dias, via oral Eybl et al. (2008)
Cisplatino 15,30y 60 mg/kg, 5 dias, via oral Kuhad et al. (2006)
Gentamicina 200 mg/kg, 21 dias, via oral Farombi y Ekor (2006)
Ciclosporina A 5,10y 15 mg/kg, 21 dias, via oral Tirkey et al. (2005)
Cisplatino 8 mg/kg, 1 dia, via i.p. Antdnes et al. (2001)
Adriamicina 200 mg/kg, 30 dias, via oral Venkatesan et al. (2000)
1.8. Rifién

Los rifiones constituyen un 6rgano par, se localizan an la pared abdominal posterior, a ambos

lados de la columna vertebral. Las dimensiones medias del rifién humano son de 12 x 6 x 3 cm. El
peso promedio del rifién es de 125-170 g en el hombre y de 115-155 g en las mujeres. Tienen
forma irregular y ovoidea aplanada en sentido anteroposterior. El riién es el encargado de
remover del cuerpo los productos terminales del metabolismo de las células, tales como urea,
acido urico y creatinina. Por otro lado, el rifién tiene la capacidad de regular la presién sanguinea
y de retener sustancias que son esenciales para la supervivencia de los individuos (agua,

azucares, aminoacidos, proteinas y electrolitos como el sodio, potasio, bicarbonato y cloruro). Por



consiguiente, el rifiébn es un d6rgano regulador que excreta y retiene determinadas sustancias,
preservando asi la homeostasis del medio ambiente interno del organismo (Heinz, 1983).

La nefrona es la unidad anatomo-funcional del rifién. Cada rifién humano contiene de 0.4 x 106
a 1.2 x 106 nefronas y cada rinén de rata contiene de 30,000 a 34,000 nefronas aproximadamente
(Arturson et al, 1971). La nefrona estd compuesta por el corptsculo renal y el sistema tubular.

El sistema tubular de la nefrona estd compuesto por el tibulo contorneado proximal, el asa de
Henle, el tubulo distal y el sistema de tubulos colectores. El tdbulo proximal mide
aproximadamente 8 mm en el rifilon de rata, 10 mm en el conejo y 14 mm en el humano, por
microscopia Optica se distingue por la eosinofilia de las células tubulares, limites citoplasmaticos
poco precisos, borde luminal en forma de cepillo y nudcleos redondeados de localizacién
mediobasal. En algunas especies como el conejo y la rata se pueden distinguir tres segmentos
especializados (S1, S2 y S3) y morfolégicamente diferenciables ultraestructuralmente en el
tubulo proximal (Kaissling y Kriz, 1979).

Las células epiteliales que constituyen el tdbulo contornedo proximal tienen una forma
compleja, su superficie luminal tiene dos caracteristicas fundamentales: gran riqueza de
microvellosidades y un sistema de tubulos apicales. Esta modificacion en forma de borde de
cepillo se calcula que incrementa la superficie luminal 40 veces aumentando con ello la capacidad
de reabsorcion tubular (Welling y Welling, 1975), es en esta seccién de la nefrona donde se lleva
a cabo la reabsorcién de la mayoria de las moléculas indispensables para el organismo (glucosa,
aminodacidos, agua, iones y proteinas) (Heinz, 1983).

Se ha reportado que en los lisosomas del tubulo proximal se acumulan sustancias tales como
antibiéticos aminoglicésidos (Kaloyanides y Pastoriza-Muinoz, 1980) y ciertos metales pesados

(Madsen, 1980) que dan lugar a cambios estructurales y funcionales en el sistema lisosomal.

1.9. Insuficiencia renal aguda (IRA)

La IRA se caracteriza por una disminucion rapida de la filtracién glomerular, lo que ocasiona la
acumulaciéon de productos finales del metabolismo, como los compuestos nitrogenados urea y
creatinina. La IRA es generalmente asintomadtica y se detecta al realizar un perfil bioquimico,
generalmente en pacientes intrahospitalarios, se detecta un aumento en los niveles plasmaticos
de creatinina y nitrégeno de urea en sangre (BUN). La IRA estad asociada con el aumento de la
morbilidad y la mortalidad intrahospitalaria debido a la severidad de su naturaleza y la

incidencia elevada de complicaciones.



La IRA se clasifica en tres categorias dependiendo de su origen:

1. IRA prerenal. Que se caracteriza por una hipoperfusion renal en la cual la integridad del
tejido renal es preservado y representa entre el 55 y el 60% de los casos de IRA.

2. IRA intrinseca. Enfermedad donde se ve comprometido el tejido renal. Desde el punto de
vista clinicopatoldgico se clasifica en: 1) enfermedades que involucran vasos renales
grandes; 2) enfermedades de la microvasculatura y del glomérulo; 3) necrosis tubular
aguda isquémica y nefrotoxica, que representan el 90% de los casos der IRA intrinseca.

3. IRA postrenal. Tiene una frecuencia menor al 5%. Es una enfermedad asociada con la
obstrucciéon aguda del flujo urinario entre la uretra y el cuello de la vejiga o una
obstruccion bilateral de los uretéros.

La necrosis tubular aguda (NTA) se caracteriza por la generacién de una serie de alteraciones
estructurales y moleculares de las células tubulares, tales como aparicién de ERO, pérdida del
borde de cepillo, disminucién o desaparicién de los procesos de absorcion y excrecidn, hipoxia,
incremento de calcio citosélico, disfuncién mitocondrial, descenso en los niveles de ATP y ADP,
acidosis intracelular y abultamiento de las células epiteliales que junto con restos necréticos de

estas células contribuyen a la obstrucciéon tubular (Brenner, 2000; Sanchez, 1993).

1.10. Nefrotoxicidad por cromo hexavalente [Cr(VI)]
Los compuestos de cromo trivalente [Cr(III)] y Cr(VI) son los mas abundantes en el medio
ambiente (Cohen et al, 1993) y son utilizados frecuentemente en la industria quimica,
metaldrgica y de material de alta resistencia al calor, constituyendo estas industrias las fuentes
de exposicion a este compuesto (Samitz et al, 1962). A diferencia del Cr(III), los compuestos que
contienen Cr(VI) son agentes oxidantes que inducen directamente dafo tisular (Pederson, 1982;
Tandon et al, 1979) y esto se debe a que los compuestos de Cr(VI) son altamente solubles en
agua y entran a la célula via transportadores de sulfatos, en contraste, los compuestos con Cr(III)
son insolubles y por lo tanto no entran facilmente en la célula (Kortenkamp et al, 1987). Por lo
que se ha descrito en varios estudios que los compuestos de Cr(VI) son agentes potencialmente
nefrotdxicos, hepatotéxicos y cardiotoxicos (Tandon et al,, 1979).

Se ha postulado que el Cr(VI) se acumula principalmente en higado y en rifién, en este dltimo
6rgano se acumula selectivamente en los tibulos proximales de las nefronas debido a que en este
epitelio se reabsorbe, generando NTA a altas concentraciones (Kelly et al., 1982; Laborda et al.,

1986; Mathur et al., 1977; Schiffl et al., 1982). En estudios en los que se utilizé >1Cr se encontré
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que este metal se acumula selectivamente en la corteza renal a una concentracién de 6-20 veces
mas elevada que en los eritrocitos e higado (Weber, 1983). Durante la reducion intracelular del
Cr(VI) a Cr(III) se induce la sobreproducciéon de ERO, lo que constituye el principal mecanismo de
toxicidad de este elemento (Kortenkamp et al, 1987) debido a que genera estrés oxidante y como

consecuencia dafio a macromoléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Fig. 4).

Citoplasma

Figura 4. Mecanismo de toxicidad del Cr(VI)

La reduccién intracelular del Cr(VI) se lleva a cabo por enzimas como el citocromo P450, por
la mitocondria y por moléculas reductoras como el GSH y el acido ascdérbico generandose otros
iones reactivos de cromo asi como otros radicales. Los iones de cromo reactivo que se generan
contienen al cromo con diferentes estados de valencia [cromo pentavalente [Cr(V)], cromo
tetravalente [Cr(IV)] y Cr(IIl). En presencia de GPx y de NADPH, el Cr(VI) se reduce a Cr(V)
generando OHe (Shi y Dalal, 1990). Otros estudios indican que el Cr(VI) puede interaccionar con
grupos tioles como por ejemplo el del GSH (Appenroth et al, 1998; Hojo y Satomi, 1991; O’Brien
et al, 1994), produciendo Cr(V) (reaccién 1), el cual es capaz de reducir al Oz para generar Oz~
(reaccion 2). El 027 a su vez es reducido por la acciéon de la SOD, o bien por el proceso de
dismutacién se produce H202, que al reaccionar con el Cr(V) mediante una reaccién tipo Fenton
se produce la ruptura de la molécula de H202, generdandose OHe (reaccion 3) que es una de las

especies mas reactivas (Aiyar et al, 1990; Liu y Shi, 2001).

Cr(VI)+GSH = Cr(V) + GSSG (reaccion 1)
Cr(V) + 02 = Cr(VI) + 02~ (reaccion 2)
Cr(V) +H202 = OHe + Cr(VI) + OH-  (reacci6n 3)
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El dicromato de potasio (K2Cr207) es uno de los compuestos de Cr(VI) mas estables y toxicos, se
ha demostrado que induce nefrotoxicidad en humanos y animales (Liu y Shi, 2001; Norseth et al,
1986; Pedraza-Chaverri et al, 2005). La IRA inducida por K2Cr207 se ha usado como un modelo
experimental que permite estudiar la fisiopatologia de este padecimiento (Pedraza-Chaverri et
al, 1995; Seiken et al, 1994). Se ha descrito que el estrés oxidante es una de las causas del dafio
renal inducido por K2Crz07 (Bagchi et al., 1995; Barrera et al., 2003; Huang et al,, 1999; Sengupta
et al, 1992; Stohs y Bagchi, 1995; Liu y Shi, 2001). Se han realizado estudios que demuestran que
el tratamiento con antioxidantes previenen o atendan los efectos toxicos de este compuesto,
protegiendo del dafio oxidante renal inducido por K2Cr207.

Por otro lado, en modelos experimentales de IRA se ha encontrado que hay modificaciones en la
cantidad y actividad de las enzimas antioxidantes. Por ejemplo, en el modelo de isquemia-
reperfusion renal la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx y SOD dismunuye, asi como
la cantidad de proteina y niveles de ARNm de estas enzimas de fase 2 (Dobashi et al, 2000). Con
respecto al comportamiento del sistema antioxidante enzimatico en la nefrotoxicidad inducida
por K>Cr207 algunos estudios indican que las enzimas antioxidantes como CAT, GPx y SOD son
suceptibles de ser modificadas en su actividad después de la administraciéon de 1.5 g/kg de
K2Cr207 via intragastrica (Sengupta et al,, 1992). Existen una gran variedad de estudios en los que
se ha descrito que la administracién via subcutanea de una dosis de 15 mg/kg de K>Cr207 induce
disfuncién renal y dafio oxidante, en el estudio llevado a cabo por Fatima y Mahmood (2007)
ademas se encontré que la administracién del K:Cr207 indujo cambios estructurales en la
membrana renal en borde de cepillo, disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes

CAT y SOD, ademas de la disminucidn en el contenido de grupos sulfhidrilo (SH).
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2. Planteamiento del problema

La curcumina es un compuesto que se ha estudiado ampliamente, y se ha descrito que posee
actividad antioxidante pues ejerce de manera directa e indirecta efectos citoprotectores en
diferentes modelos de dafio celular en los cuales esta implicado el estrés oxidante. Por otro lado,
se conoce que durante la reduccion intracelular del Cr(VI) se producen ERO, lo que constituye el
principal mecanismo toxicidad de este compuesto. Ademdas se sabe que la administracién de
K2Cr207 induce disfuncién renal y dafio oxidante. Por esta razdn, este estudio se disefié con la
finalidad de conocer si la curcumina puede ejercer efectos benéficos contra la IRA inducida por
K2Cr207 en ratas a través de su actividad antioxidante, lo que permitira proponer a la curcumina

como un compuesto con potencial efecto nefroprotector.

3. Hipétesis

Si el antioxidante curcumina es capaz de reducir directamente las ERO y ademas inducir la
transcripcion de enzimas destoxificantes de fase 2 entonces serd capaz de prevenir o atenuar la

disfuncion renal y el dafio oxidante inducido por el K;Cr,0.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Evaluar el potencial efecto nefroprotector de la curcumina en la disfuncién renal y el dafio
oxidante inducido por K;Cr,0Oy.
4.2. Objetivos particulares
* Evaluar si la curcumina previene o atenuda la disfuncién renal inducida por el K2Cr207
en ratas bajo tres esquemas de tratamiento diferentes (tratamiento completo,
pretratamiento y postratamiento).
e Evaluar si la curcumina previene o atenta las alteraciones histologicas y el dafio
oxidante renal inducido por el K2Cr20.
e Evaluar si el efecto de la curcumina esta relacionado con la preservacién o la

induccién de la actividad de las enzimas antioxidantes.
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5. Reactivos, disefio experimental y métodos

5.1. Reactivos
Los siguientes reacivos se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): Curcumina (No. Cat.
C1386, lote # 079K1756), K2Crz207, (No. Cat. P-2588, lote #91K0081), p-nitrofenil-N-acetil--D-
glucosaminido, GSH, GSSG, nitroazul de tetrazolio (NBT), tetrametoxipropano (TMPO), sulfato de
estreptomicina, GR, GST, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), xantina, xantina oxidasa, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 1-metil-2-
fenilindol, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato forma reducida (NADPH), nicotinamida
adenina dinucledtido forma reducida (NADH), aprotinina, leupeptina, pepstatina, N-[2-
hidroxietil] piperazina-N’-[acido 2-etanosulfénico] (HEPES), BHT, albiumina sérica bovina (ASB)
e hidrocloruro de guanidina. Los kits comerciales para medir creatinina en plasma y BUN fueron
de Spinreact (Girona, Espafia). El monoclorobimano (MCB), la 1,5-difenilcarbazida (DFC) y el
Amplex Red se compraron en Fluka (Schnelldorf, Alemania). El per6xido de hidrégeno (H202) y el
acido tricloroacético (TCA) se obtuvieron de ]J.T. Baker (Xalostoc Edo. Méx, México). Los demas

reactivos y compuestos que se usaron fueron de alta pureza y se obtuvieron comercialmente.

5.2. Disenio experimental
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200-250 g de peso, los cuales se mantuvieron

durante todo el tratamiento en jaulas metabdlicas con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h.

Los animales se mantuvieron con alimentaciéon y agua ad libitum. El trabajo experimental se

apegé a las reglas de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales de laboratorio

(NOM-062-Z00-1999) y para la disposicion de los residuos biol6gicos (NOM-087- ECOL-1995).

Se estudiaron 10 grupos de ratas (n=6-8/grupo):

1) Grupo control, se traté diariamente por via oral con carboximetilcelulosa al 0.05% (vehiculo
de la curcumina) durante 10 dias antes y 2 dias después de la inyecciéon de solucion salina
isoténica (SSI, vehiculo del K2Cr207).

2) Grupo tratado con K2Cr207, el K2Cr207 se disolvié en SSI y se inyectd por via subcutdnea en
una dosis Unica de 15 mg/kg de peso corporal (Yam-Canul et al,, 2008)

3) Grupo KzCrz07+curcumina (100 mg/kg, tratamiento completo), la curcumina se disolvi6é en
carboximetilcelulosa y se administré diariamente por via oral 10 dias antes y 2 dias después

de la inyeccion del K2Cr207.
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4) Grupo KzCr;07+curcumina (200 mg/kg, tratamiento completo), la curcumina se disolvié en
carboximetilcelulosa y se administr6 diariamente por via oral 10 dias antes y 2 dias después
de la inyeccion del K2Cr207.

5) Grupo KzCr207+curcumina (400 mg/kg, tratamiento completo), la curcumina se disolvi6é en
carboximetilcelulosa y se administr6 diariamente por via oral 10 dias antes y 2 dias después
de la inyeccion del K2Cr207.

6) Grupo KzCr207+curcumina (400 mg/kg, pretratamiento), la curcumina se disolvié en
carboximetilcelulosa y se administré diariamente por via oral 10 dias antes de la inyeccién
del K2Cr207.

7) Grupo KzCrz07+curcumina (400 mg/kg, postratamiento), la curcumina se disolvié en
carboximetilcelulosa y se administr6 diariamente por via oral 2 dias después de la inyeccién
del K2Cr207.

8) Grupo curcumina (100 mg/kg), la curcumina se disolvid en carboximetilcelulosa y se
administré diariamente por via oral durante 10 dias.

9) Grupo curcumina (200 mg/kg), la curcumina se disolvid en carboximetilcelulosa y se
administré diariamente por via oral durante 10 dias.

10) Grupo curcumina (400 mg/kg), la curcumina se disolvi6 en carboximetilcelulosa y se

administré diariamente por via oral durante 10 dias.

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabdlicas para recolectar la orina de 24 h y medir
proteinuria, excrecién urinaria de NAG, como marcador de dafio tubular y de H202 como
marcador de producciéon de ERO. Los animales se anestesiaron 48 h después de la inyeccion del
K2Cr207 o vehiculo (SSI) y se recolectaron las muestras de sangre via aorta, para ello se empleé
una jeringa y una aguja #18 con EDTA como anticoagulante. La sangre se centrifugé durante 10
min a 300 x g y el plasma se separ6 y almacené a 4°C hasta que se determinaron los siguientes
pardmetros: creatinina, BUN y actividad de GPx. Se removieron ambos rifiones y se obtuvieron
muestras de tejido para realizar los estudios histolégicos y los andlisis bioquimicos
[lipoperoxidacion, oxidacién de proteinas, contenido de GSH, actividad de las enzimas

antioxidantes (CAT, GR, GPx, GST y SOD) y el contenido de Cr(VI)].

5.3. Preparacién de los homogenados de rifion
Las muestras de tejido se homogenizaron en un politron (modelo PT 2000, Brinkmann,
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Westbury, NY, EUA) durante 10 s en amortiguador de fosfatos de potasio frio (50 mM, pH 7.0),
adicionado con 0.1% de tritén X-100, 5 pg/mL de leupeptina, 7 pg/mL de pepstatina y 5 pg/mL
de aprotinina. El homogenado se centrifugdé a 19,000 x g a 4°C durante 30 min, se separd el
sobrenadante en el cudl se cuantific6 la cantidad de proteinas totales por el método de Lowry
como se describié previamente (Pedraza-Chaverri et al, 2005) la actividad de las enzimas
antioxidantes (CAT, GR, GPx, GST y SOD), el contenido de GSH y de Cr(VI). Para medir los
marcadores de estrés oxidante (lipoperoxidacion y proteinas oxidadas) se adicin6 BHT (0.5 M)
como antioxidante al amortiguador de fosfatos de potasio (50 mM, pH 7.0) y las muestras se

homogenizaron como se describié anteriormente.

5.4. Evaluacién de la funcién renal

Proteinuria. La excrecidn urinaria de proteinas totales se determiné por turbidimetria a 420
nm después de su precipitacion con TCA al 12.5% como se describié previamente (Pedraza-
Chaverri et al., 1999). Los resultados de las densidades oOpticas se intrapolaron en una curva
patrén de ASB entre 0.04 y 0.8 mg/dL. Tomando en cuenta el volumen urinario excretado en 24
h, el resultado se expres6 como mg de proteina/24 h.

Creatinina en plasma. La determinacion de creatinina en plasma se realiz6 mediante un
ensayo colorimétrico basado en la reaccién de Jaffé, empleando un kit commercial; la reaccién se
basa en la formacién de un complejo colorido picrato-creatinina en medio alcalino que presenta
una absorbencia maxima a 492 nm (Fig. 5). Los resultados se expresaron como mg de

creatinina/dL.

-
7 HO T/ NH
NO, /N«
NO, HyC
Creatinina ] NH
Acido picrico
Complejo picrato-creatinina

Figura 5. Reaccion de Jaffé
Depuracion de creatinina. Para ello fue necesario cuantificar la concentracion de creatinina

en orina, la cual se determin6 por el método anteriormente descrito. Se calculé la depuracién de
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creatinina empleando la siguiente ecuacion:
(Creatininaorina (mg/dL)* Volumen urinario (mL))

Depuracion de creatinina = _
(Creatininaplasma (mg/dL)* 1440)

El volumen urinario fue la cantidad de orina que se recolecté en 24 h y 1440 son los minutos
que hay en 24 h. La depuracién de creatinina se expresé en mL/min.

BUN. La concentracién de urea en sangre se determindé mediante un ensayo colorimétrico
enpleando un kit comercial. Este ensayo es una adaptacion de la reaccién propuesta por Jung et
al. (1975), que consiste en la formacion en medio acido de un complejo colorido ortoftaldehido-
urea que absorbe a 510 nm (Fig. 6). La cantidad de BUN se calculé dividiendo la concentracién de
urea entre 2.14, factor que resulta del cociente entre el peso molecular de la urea y el peso de dos

atomos de nitrogeno. Los resultados se expresaron en mg/dL.

H + +

CHO N SN :

@[ §oOHNG N, — >—0 == >0
Ortoftaldehido Urea Complejo de ortoftaldehido-urea

Figura 6. Reaccién de formacién del complejo ortoftaldehido-urea
Actividad de GPx en plasma. La actividad de esta enzima se midi6é indirectamente por el
método de Lawrence y Burk (1976) por medio de un par de reacciones en las que en presencia de
H20; se produce GSSG, el cual a su vez es reducido por la glutatién reductasa utilizando NADPH
como cofactor. Debido a que el NADPH absorbe a 340 nm, la reaccién se basa en la disminucién
de la intensidad 6ptica por la desaparicién de NADPH (Fig. 7). Los resultados se expresaron en

U/mL, donde una U es la cantidad de enzima que oxida 1 mmol de NADPH por min.

H 2 o 2 “’\([/\(:\/i\:/\r’

2GSH

P | NADP* + H*
GPx

(presente en

la muestra)|
[Gsse |7y~ = 0 NADPH

v | e o
2H,0 § (\J\j\(‘)‘
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Figura 7. Reaccién de determinacion de la actividad de GPx.

Excrecion de NAG. La excrecion de la enzima NAG se determind a través de un ensayo que se
basa en la conversion de p-nitrofenil-N-acetil-f3,D-glucosaminido en p-nitrofenol, que a pH acido
es incoloro. Al alcalinizar el medio el p-nitrofenol pasa de su forma protonada a su forma
anionica la cual absorbe a 405 nm (Jung et al, 1991) (Fig. 8). Las densidades dpticas de la forma
anionica del p-nitrofenol se interpolaron en una curva de calibracién de p-nitrofenol en un
intervalo de 5-175 nM. Los resultados se expresaron como unidades de actividad enzimatica (U)
de NAG/24 h en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera un mmol de p-
nitrofenol por minuto bajo las condiciones del ensayo. La actividad de esta enzima en orina se
empled como marcador de dafio tubular, ya que se sintetiza en los tibulos proximales y debido a
su elevado peso molecular (130000 a 140000 Da) no se filtra por el gloméruloy se excreta en la

orina (Skalova y Chladek, 2004).

NO,  NAG
HOH,C OH
HOH.C 0 . = ? NO,
2 37° pH4.4 +
HO
HO NHCOCH5
HO NHCOCH,
OH
OH

p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosaminido Aaclatalils p-nitrofencl

S OH N0
Mo MaEN o
=

incoloro colorido

Figura 8. Reaccion de determinacidon de la actividad de NAG.

5.5. Andlisis histolégicos

Un corte transversal de riidn con corteza y médula se fijé por inmersiéon en 1 ml de formalina
al 10%. Las muestras se colocaron por separado en moldes para su inclusién en parafina y
posteriormente se lavaron 3 veces con parafina fundida a 60°C, se desparafiné con tres lavados
de xilol y se rehidraté con tres lavados de alcohol a concentraciones decrecientes hasta llegar a
agua. Cuando se enfrid la parafina, el bloque se desmoldé y se procedi6 a realizar cortes de 4 pm
con un microtomo de rotacion. Los cortes se colocaron en portaobjetos esmerilados, se fijaron y
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se realizé la tincién H&E en la cual la hematoxilina tifie de morado los nucleos y la eosina tifie de
rosa el citoplasma y las membranas, las imagenes se analizaron con el software analizador de
imagenes Leica QWIN (Cambridge, UK). Para realizar el perfil histologico se seleccionaron al azar
25 tabulos proximales por rata (4 ratas por grupo, n= 100 tibulos/grupo). Se registré el nimero
de tubulos con necrosis y se cuantificd el porcentaje de area tubular con necrosis usando una
morfometria automatizada en un microscopio 6ptico, se compararon los grupos de ratas tratadas

con K;Cr,07 y con K;Cr,0O;+curcumina.

5.6. Evaluacién del estrés oxidante

Lipoperoxidacion. Se determiné midiendo malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-
HNE) (productos finales de este proceso), mediante un método colorimétrico que se basa en la
deteccién de un complejo colorido entre el MDA y el 4-HNE con 1-metil-2-fenilindol en medio
acido (Gerard-Monnier et al, 1998, Fig. 9). Los resultados de densidades 6pticas se intrapolaron
en una curva patrén de TMPO desde 0-23.68 mM. El resultado se expres6 como nmol de MDA y 4-
HNE/mg de proteina.

H

. 0 Y 2 e X
NeoZSe 7 5 A © 450C [ IJ Il J U ]
l + ) :;>A NN P P N N
\ \

N
|

Cromoforoestable
Absorbencia maximaa 586 nm

R=0OH MDA CHy
R=Hidroxialquilo 4-HNE N-metil-2-fenilindol
(Presente en la muestra)

Figura 9. Reacciéon de determinacién de lipoperoxidacién

Determinacion de proteinas oxidadas. Para determinar la cantidad de proteinas oxidadas se
utilizé un método colorimétrico que se basa en la reactividad de los grupos carbonilo con DNPH
para formar un complejo proteina-hidrazona que absorbe a 370 nm (Resnick y Packer, 1994)
(Fig. 10). El contenido de carbonilos se calcul6 utilizando el coeficiente de extincién molar del
DNPH (22 000 M-Icm1). Para cada muestra se utiliz6 un blanco sin DNPH en el cual se evalu6 el
contenido de proteina intrapolando el valor de la densidad 6ptica a 280 nm en una curva patrén

de ASB entre 0.25 y 2 mg/mL. El resultado se expresé como nmol de carbonilos/mg de proteina.

18



NH, R R'
HN h
N\
NO, NH O
+ R_ _R' I\
Y [ ~0
(o}
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Dinitrofenilhidrazina (Presente en la muestra)

Complejo colorido
Proteina-hidrazona
Absorbencia maxima 370 nm

Figura 10. Reaccion de determinacion de proteinas oxidadas

Determinacion de GSH. La determinacién de GSH se realiz6 mediante el método descrito por
Fernandez-Checa y Kaplowitz (1990) que se basa en la formacién de aductos de GSH con el MCB.
El MCB fluoresce solo cuando estd conjugado con el GSH, lo que permite cuantificar este

compuesto por fluorescencia (Fig. 11). Los resultados se expresaron en mmol/mg de proteina.

-
W A
O 0 " (/\H H3C —«\r’ r\nJ .\;"‘(")—CH:’
N N A AN ACOO0H H3(f \,\
HiC \ I\Il /) ~CH; book b Glutation S-transferasa a i
[ \ N A A AL NHCOOH
HaC + - AN
ool GSH ba 4
(Presenteen la
Monoclorobimano muestra) Aducto fluorescente
(no fluorescentes) (% exctitacion 385 nm

2. emision 478 nm)

Figura 11. Reaccion de determinacién de GSH.

Excrecion urinaria de H202. La determinacion del H,0; en orina se realiz6 mediante método
fluorométrico empleando la sonda fluorescente Amplex Red, el método se basa en la reaccién
entre el Amplex Red y una peroxidasa que en presencia de H202 produce un compuesto
fluorescente llamado resorufina que se detecta a una A de excitaciéon de 530 nm y a una A de
emision de 590 nm (Fig. 12). Este parametro se emple6 como marcador de estrés oxidante (Yuen

y Benzie, 2003).
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Reactivo de Amplex Red Resorufina

Peroxidasa

H,0, O,

(en la muestra)

Fluoresenciaencolor rojo
(A exctitacion 530 nm
A emisién 590 nm)

Figura 12. Reaccién de determinacién de Hz0o.

5.7. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

Actividad de CAT. Para esta determinacién se emple6 el método de Aebi (1984), el cual se
basa en el cambio en la densidad dptica a 240 nm, debido a la desaparicién de H,0; debido a su
degradacién por la CAT (Fig. 13). De acuerdo a Aebi, se usa la constante de reaccién de primer

orden (k) como unidad de actividad de la CAT. Los resultados se expresan en k/mg de proteina.

Monitoreode la
desaparicionde H,0,a 240 CAT
nm (presente en la muestra)

2H,0, 1 » 2H,0 + O,

Figura 13. Reaccion de la determinacion de la actividad de CAT.

Actividad de GR. La actividad de esta enzima se determiné por medio de una reaccién cinética
en la cual la enzima convierte el GSSG a GSH en presencia de NADPH como cofactor. La reaccién
se basa en la disminucién de la densidad 6ptica a 340 nm del NADPH (Carlberg y Mannervik,
1975) (Fig. 14). Los resultados se expresan en U/mg de proteina, donde 1 U = 1 mmol de NADPH

consumido por min.
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GSSG

2GSH

Figura 14. Reaccion de la actividad de GR

Actividad de GPx. Se empled el mismo método descrito anteriormente para la determinacion
de GPx en plasma (Fig. 7), la diferencia es que los resultados se expresaron en U/mg de proteina.
Donde 1 U se define como la cantidad de enzima que consume 1 mmol de NADPH por min.

Actividad de GST. La actividad de GST se mide por el método de Habig et al. (1974). La GST
cataliza la conjugacion del GSH forma con CNDB, este conjugado absorbe a 340 nm (Fig. 15). El
resultado se expresa como unidades de conjugado formado por mg de proteina. La unidad del
conjugado se define como la cantidad de enzima que libera 1 mmol de conjugado/min bajo las
condiciones del ensayo.

SH NO,

0 /L( i al
NH, = :\'H\/('()()Il
Y\)\'\H ‘ + NG,
COOH 6]
GSH 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (X)
GST
(presente en la
muestra)

0 /CX
: |
.\u_\/\)\ NH__-COOH
NH Y Y
0

COOH
Glutation S-conjugado
Monitoreo de la reaccion a 340 nm
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Figura 15: Reaccion de determinacidn de la actividad de la GST.

Actividad de SOD. La actividad de SOD total se determiné por la reducciéon del NBT (Oberley y
Spitz, 1984). Para ello se prepara una solucidn de xantina y xantina oxidasa para generar Oz el
cual reduce el NBT a formazan, cuando hay SOD el Oz~ que se genera se descompone con lo cual
se evita la reduccion de NBT (Fig. 16). Los datos se expresaron como unidades de SOD por mg de

proteina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50%

la reduccion de NBT.

Sistema generador de superoxido (O,*7)
o)

o)
i Xantina oxidasa R
HN N NH
A A N "l N
N N So
© E H H
i Acido urico
Xantina 20, 20,
1 Absorbenciadel
+ formazana 560 nm
4H
soD l
{presente enla muestra)
2H,0, - o
NO, HyCO S0;
H,CO-—-/ !
O N-py” = $0; Vv 0 HNN
e ;
@I X —
<_>—NH N : v Q—NH N=N
- Hco—  H—s0; HyCO— so5
NO, NO,
Nitroazul de tetrazolio Formazan

Figura 16. Reaccion de actividad de la SOD.

5.8. Cuantificacién de Cr(VI)

Las alicuotas de homogenado de rifidn se digirieron como de la manera previamente descrita por
Jasso-Chavez et al. (2010), para ello, 0.5 mL de las muestras se mezclaron con 0.5 mL de H2SO04 y
2.5 mL de HNOs y se incubaron durante 2 h a 100°C. Después de la digestiéon, 0.5 mL del
sobrenadante se mezclaron con DFC (1 volumen de 100 mg de DFC en etanol al 95% y 1 volumen
de H2SO04 al 10%)(Taras et al, 1971). La absorbencia de la mezcla se midié6 a 540 nm. Para la
calibracion se empled una curva estandar de K2Cr207 [0-50 nmol de Cr(VI)]. La reaccion fue lineal

hasta 50 nmol Cr(VI).

5.9. Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron como promedio*EEM. Los datos se analizaron mediante la
prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni,

para ello se empled el software Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Un valor de p<0.05 se
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considero estadisticamente significativo.

6. Resultados
6.1. Efecto de la curcumina y el K2Crz07en el peso corporal y en el volumen urinario

En este estudio no se observaron diferencias significativas en el peso corporal y el volumen
urinario de los diferentes grupos experimentales tratados con curcumina, con K;Cr;07 o con

ambos compuestos.

6.2. La curcumina atentia la disfuncion renal inducida por KzCrz07

El tratamiento con K;Cr207 indujo disfuncién renal, la cual se hizo evidente por: (a)
proteinuria, (b) aumento en la creatinina en plasma, el BUN y la excrecién urinaria de NAG y (c)
disminucién en la depuracién de creatinina y la actividad de la GPx en plasma (Fig. 17). El
tratamiento completo con curcumina con la dosis de 400 mg/kg, pero no con 100 mg/kg, atenud
la disfuncién renal inducida con KzCr;07. La proteccion de la funcién renal con la dosis de 200
mg/kg fue parcial, pues las alteraciones en la excrecién de NAG y en la actividad de la GPx en
plasma no se previnieron con esta dosis (Fig. 17). Con base en los datos anteriormente obtenidos,
se selecciond la dosis de curcumina de 400 mg/kg para realizar los estudios posteriores en los
cuales se administré6 curcumina bajo los esquemas de pretratamiento y postratamiento. Se
encontré que el pretratamiento con 400 mg/kg de curcumina protegi6é de la disfuncién renal
inducida por el K2Cr207 en una magnitud muy similar que en el esquema de tratamiento completo
utilizando la misma dosis (Fig. 17). En contraste, el postratamiento con 400 mg/kg de curcumina
no confirié proteccién contra los cambios inducidos por el K2Cr207 (Fig. 17), es por esta razén
que en estos animales no se llevaron a cabo estudios adicionales de histologia, estrés oxidante y

actividad de enzimas antioxidantes.
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Figura 17. Efecto de la curcumina sobre la disfuncién renal inducida por K:Cr207. (A)

Proteinuria, (B) Creatinina en plasma, (C) Depuracién de creatinina, (D) Nitrégeno de urea en

curcumina. Los

6-8. *p<0.001 vs. CT, **p<0.05, #p<0.001 vs. K2Cr207.

postratamiento (400 mg/kg), CUR

tratamiento completo (100, 200 y 400 mg/kg), CUR-K:Crz07
+*EEM, n

pretratamiento (400 mg/kg), K2Cr207-CUR

datos se expresan como promedio

sangre (BUN), (E) GPx plasmatica (GPx) y (F) Excrecion de N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG).

CUR-K2Cr207-CUR

24



6.3. La curcumina atenua los darfios histoldgicos inducidos por KzCr20;

El tratamiento con K>Cr207 indujo dafio estructural, este dafo se localiz6 Unicamente en el
epitelio del tibulo proximal. Se midié como marcador de dafio el porcentaje de area dafiada por
tubulo, la cual se hizo evidente por la presencia de vacuolas y detritus, que son caracteristicas de
la necrosis (Fig. 18). Se cuantifico el area danada por tibulo y se encontré que el K2Cr207 indujo
este dafio en un 91.5+2.6%. El tratamiento completo con 200 y 400 mg/kg de curcumina atenué
el dafio tubular inducido por el K;Cr207 en un 61.3+3.9% y 45.9+2.6% respectivamente, mientras
que el pretratamiento con 400 mg/kg de curcumina protegié de las alteraciones histologicas
inducidas por el K2Cr207 en una magnitud muy similar que la que se observé con la misma dosis
en el esquema de tratamiento completo (Fig. 18). En contraste, el tratamiento completo con 100
mg/kg de curcumina no confirié protecciéon contra las alteraciones histologicas inducidas por el
K2Cr207 (Fig. 18), mientras que en las ratas control tratadas con vehiculo o curcumina no se

observo dano tubular.
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Figura 18. Efecto de la curcumina sobre las
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6.4. La curcumina atentia el estrés oxidante inducido por K;Cr207

El tratamiento con K2Cr207 indujo estrés oxidante, el cual se hizo evidente por: (a) un aumento
en la lipoperoxidacién, la oxidaciéon de proteinas y la excreciéon urinaria de Hz02 y (b) la
disminucién del contenido de GSH (Fig. 19). El tratamiento completo con 400 mg/kg, pero no
con 100 mg/kg de curcumina, atenud el estrés oxidante inducido por el K2Cr:07 (Fig. 19).
Consistente con los datos de disfuncion renal, la dosis de 200 mg/kg de curcumina previno
solamente de manera parcial el estrés oxidante; pues la oxidacién de proteinas no se previno con
esta dosis. El pretratamiento con 400 mg/kg de curcumina confirié una proteccién muy similar
que la que se observo con la misma dosis en el esquema de tratamiento completo. Por otra parte,
se encontré que los niveles renales de GSH aumentaron en las ratas control tratadas con

curcumina durante 10 dias (Fig. 19).

6.5. La curcumina atenuta la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes inducida por
K>Crz07

El K2Cr207 indujo la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR, GPx,
GST y SOD (Fig. 20). El tratamiento completo con 400 mg/kg, pero no con 100 mg/kg de
curcumina, atenud la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes inducidas por
K2Cr207 (Fig. 20). El tratamiento completo con la dosis de 200 mg/kg atenud la disminuci6n de la
actividad de la GR, GST y SOD pero no la de CAT y GPx. El pretratamiento con 400 mg/kg de
curcumina atenué la disminucién de la actividad de GR, GST y SOD pero no previno
significativamente la disminucién de la actividad de CAT y GPx (Fig. 20). Ademas, se encontré que
la actividad de GST aumenté en las ratas tratadas con 200 y 400 mg/kg de curcumina durante 10

dias (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto de la curcumina sobre la
disminucién de la actividad de las enzimas
antioxidantes inducida por K;Cr;07. (A) Catalasa
(CAT), (B) Glutation reductasa (GR), (C) Glutation
peroxidasa (GPx), (D) Glutatiéon S-transferasa (GST)
y (E) Superéxido dismutasa (SOD). CUR-K:2Cr207-
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CUR = curcumina. Los datos se expresan como
promedio*EEM, n=6-8. *p<0.05, #p<0.01 vs. control,
*#p<0.05 vs. K2Cr207.
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6.6. La curcumina no modifica el contenido de Cr(VI) que llega al riiién

El contenido de Cr(VI) se midi6 en los homogenados de rifién en los diferentes grupos
estudiados. No se detecté Cr(VI) en los homogenados renales de las ratas control tratadas
solamente con curcumina (400 mg/kg) o con el vehiculo. El contenido de Cr(VI) en los
homogenados de las ratas tratadas con K:Cr207 fue de 46+7.6 nmol/mg de proteina y en los
grupos de K2Cr207+CUR en el esquema de tratamiento completo y pretratamiento fue de 39+8.8 y
42+7.5 nmol/mg de proteina, respectivamente (promedio*EEM, n=4, P=NS). De los datos
obtenidos se concluye que el tratamiento con curcumina no altera la cantidad de Cr(VI) se

acumula en el rinodn.

7. Discusion

En este estudio se encontr6 que el tratamiento completo (400 mg/kg, 10 dias antes y 2 dias
despues de la inyeccién de K>Cr207) y el pretratamiento (400 mg/kg, 10 dias antes de la
inyeccion de KzCrz07) con curcumina atenuaron la disfunciéon renal, el dafio oxidante y la
disminucioén de la actividad de las enzimas antioxidantes inducidos por K2Cr207. Mientras que la
proteccion renal con 200 mg/kg fue solamente parcial. Es por esta razén que se decidi6é probar
Unicamente la dosis de 400 mg/kg en el esquema de pretratamiento y postratamiento. La
proteccion renal que se observd con la dosis de 400 mg/kg de curcumina en el esquema de
tratamiento completo fue de una magnitud similar a la que se observé con la misma dosis en el
esquema de pretratamiento. El postratamiento con curcumina (400 mg/kg, 2 dias después de la
inyeccion de K2Cr207) no fue capaz de disminuir la nefrotoxicidad inducida por K>Cr205. Las tres
dosis empleadas se seleccionaron de acuerdo con estudios en los cuales la curcumina ejercio6
proteccion contra el dafio oxidante inducido en diferentes 6rganos como el corazén (Tanwar et
al, 2010), el higado (Shapiro et al, 2006) y el rifién (Sankar et al, 2011).
La curcumina es el compuesto con mayor actividad biolégica y mas abundante en el turmérico
(Curcuma longa). Se ha descrito que posee propiedades antioxidantes (Sharma, 1976; Toda et al,
1985), antiinflamatorias (Satoskar et al, 1986; Shrimal y Dhawan, 1973), antimicrobianas(Negi
et al, 1999) y anticancerigenas (Kuttan et al, 1985). También se han descrito efectos

nefroprotectores de la curcumina en diferentes modelos de dafio oxidante nefrotoxico (Tabla 2).
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Se ha observado que la capacidad antioxidante de la curcumina es la principal responsable de la
eficacia de este compuesto contra el dafio renal inducido por compuestos téxicos, pues se ha
demostrado en estudios in vitro que la curcumina es un potente atrapador de una gran variedad
de ERO como el Oz” y OHe (Reddy y Lokesh, 1994) y radicales de nitrégeno (Sreejayan y Rao,
1997; Unnikrishnan y Rao, 1995). Ademas, otro de los mecanismos que se han establecido de la
curcumina, es su capacidad de inducir la expresién de enzimas destoxificantes de fase 2 al activar
el factor de transcripciéon Nrf2 (Dinkova-Kostova y Talalay, 1999). De hecho, se ha encontrado
que la curcumina aumenta la actividad y ARNm de HO-1 en cerebro (Scapagnini et al,, 2006) y en
células de epitelio de tubulo proximal renal LLCPK-1 a través de una via dependiente de Nrf2
(Balogun et al, 2003). También se ha demostrado la activacion de Nrf2 en rifién, higado y bazo de
ratones tratados con curcumina (Balstad et al, 2011).

Por otro lado, la toxicidad renal es frecuentemente citada como uno de los efectos adversos de
la exposicion a compuestos de Cr(VI) como el K2Cr207 (Berndt, 1976; Wedeen y Quian, 1991). En
estudios previos se ha reportado que la exposicion de ratas a K;Cr20; produce lesiones
anatomicas in las células epiteliales del tibulo proximal, donde a dosis altas, induce NTA
(Franchini et al, 1978; Pedraza-Chaverri et al, 2005). En este estudio, la administracén de una
dosis unica de KzCrz07 indujo disfuncién renal (Fig. 17) y dafio oxidante (Fig. 19), acompafiado de
alteraciones histopatolégicas (NTA, Fig. 18). La disfuncién renal se hizo evidente por la
proteinuria elevada, el aumento en la creatinina en plasma, el BUN y la excreciénn urinaria de
NAG, asi como la disminucién de la depuracién de creatinina y la actividad de la GPx en plasma
que es un marcador de dafio tubular (El-Far et al, 2005). Se conoce que durante la reduccién
intracelular del Cr(VI) se producen ERO (Shi et al., 1999) las cuales son las responsables del dafio
oxidante a las macromoleculas. En este estudio se encontré que el K2Cr,07 aumenté los niveles
renales de los productos de lipoperoxidacion (MDA y 4-HNE), de proteinas oxidadas y de
excreciéon urinaria de Hz02 y disminuy6 los niveles de GSH. La disminuciéon del GSH pudo ser
secundaria al aumento en las ERO o bien al hecho de que la reduccién del Cr(VI) también se lleva
a cabo por el GSH (Aaseth et al, 1982).

Ademas se evalud la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR, GPx, GST y SOD y se
encontr6 que el tratamiento con K>Cr207 disminuy6 la actividad de estas enzimas, lo que
concuerda con estudios previos que han demostrado este mismo efecto (Barrera et al, 2003;
Parveen et al, 2009; Pedraza-Cheverri et al., 2005; Scibior et al, 2006). El efecto protector de la
curcumina contra el estrés oxidante inducido por K:Cr207 encontrado en este estudio, es
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consistente con reportes previos en los que se ha demostrado la habilidad de esta molécula para
interferir con procesos oxidantes como la lipoperoxidacién de las membranas celulares y
carbonilacién de proteinas (Sankar et al, 2011; Jena y Chainy, 2011). Se observé que en el grupo
tratado con curcumina y K>Cr;07 se preservoé la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR,
GPx, GST y SOD, lo que probablemente contribuyé a la atenuaciéon de la disfuncién renal y el
estrés oxidante inducido por Kz2Crz07.

Se ha descrito que la enzima y-glutamato cisteina ligasa (y-GCL) es limitante en la sintesis del
GSH, y que el estimulo de esta enzima se acompafia de un incremento en los niveles de GSH
(Mizuno et al., 2011). Ademas se ha encontrado que la curcumina es capaz de inducir la actividad
y el ARNm de esta enzima en astrocitos in vitro (Lavoie et al. 2009) y en cultivos de células
estrelladas hepaticas (Zheng et al, 2007). Sin embargo, no se ha reportado que la curcumina
pueda inducir la y-GCL en rifén. En este estudio se encontrd que el tratamiento con curcumina
(400 mg/kg, durante 10 dias) increment6 los niveles renales de GSH (Fig. 19). En contraste, las
dosis de 100 y 200 mg/kg de curcumina no aumentaron el contenido de GSH. Auque no se
determiné la actividad de la enzima y-GCL, se puede plantear la hipdtesis que este es el
mecanismo a través del cual la curcumina incremento los niveles renales de GSH, el cual en parte
pudo contribuir a la disminucién del dafio renal oxidante inducido con K:Crz07. Igbal et al.
(2003) encontraron que la dieta suplementada con 2% de curcumina durante 30 dias indujo la
actividad renal de la enzima GST; en este estudio también se encontré que el tratamiento con
curcumina (200 y 400 mg/kg) durante 10 dias aumentd significativamente la actividad de esta
enzima, mientras que la dosis de 100 mg/kg no tuvo ninguin efecto (Fig. 20). La funcién de la
enzima GST es conjugar al GSH con electréfilos, y de esta manera eliminarlos y prevenir el efecto
toxico de estas especies reactivas sobre las macromoléculas, de esta forma, el aumento en la
actividad de esta enzima pudo haber contribuido al efecto nefroprotector de la curcumina. La
actividad de las enzimas CAT, GR, GPx y SOD no se modificé por la curcumina (tratamiento
completo), lo que sugiere que existe un efecto diferencial de este compuesto en la induccién de
las enzimas antioxidantes renales. En resumen, los hallazgos anteriores sugieren que en este
estudio la curcumina tuvo un efecto antioxidante indirecto pues indujo la actividad de GST y
aumento el contenido renal de GSH probablemente via el aumento en la actividad de la enzima y-
GCL. También es probable que gracias al efecto directo de la curcumina se observara

nefroproteccién, ya que aunque la dltima dosis se administr6 24 h antes de la inyeccién del
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K2Cr207 y se sabe que el tiempo de vida media de eliminacién plasmatica de la curcumina en
ratas es de aproximadamente 1.5 h (Maiti et al, 2007), en un estudio reciente se report6 que
después de la administraciéon de 500 mg/kg de curcumina via oral en ratas se detectaron 1.98 pg
en tejido renal después de 24 h (Suresh y Srinivasan, 2010), es decir, cierta cantidad de
curcumina permanecié en el rindn después de este tiempo, lo que pudo ejercer efectos directos
atrapando e inactivando las ERO inducidas por la reduccién intracelular de Cr(VI) y de esta
manera conferir nefroproteccion.

Finalmente, se quizo explorar si el tratamiento con curcumina pudiera afectar la cantidad de
Cr(VI) que llegé al rindn, se encontré que la cantidad de Cr(VI) que lleg6 al rifién fue la misma en
los grupos tratados con KzCrz07 y con K>Cr207+curcumina, lo que sugiere que este no es el

mecanismo a través del cual la curcumina ejerece su efecto nefroprotector.
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8. Conclusion
Los resultados sugieren que el efecto nefroprotector que se observa de la curcumina contra la
nefrotoxicidad inducida por K;Cr207 esta asociado con la preservacion de la actividad de las

enzimas antioxidantes, la induccién de la GST y el aumento en el contenido renal de GSH.

9. Perspectivas

Se ha descrito que la mitocondria es la principal fuente de producciéon de ERO en condicones
fisologicas y patolégicas, por lo tanto, seria interesante investigar si el Cr(VI) induce disfuncién
mitocondrial en este modelo experimental y si la curcumina seria capaz de atenuar los efectos

toxicos del Cr(VI) a nivel mitocondrial.
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