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I. RESUMEN 

 

 Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de padecimientos 

que se caracterizan por pérdida de la estructura y función neuronal, lo que afecta el 

comportamiento. Constituyen un problema de salud y además se espera que a 

mediano plazo se conviertan en una pandemia. Diversos mecanismos se han 

involucrado en el desarrollo de estos trastornos, dentro de los cuales se encuentran la 

excitotoxicidad y el estrés oxidante, entre otros. La excitotoxicidad se refiere al efecto 

tóxico de los aminoácidos excitadores, a través de los receptores glutamatérgicos, 

que ocasionan un incremento masivo en la concentración de Ca2+ intracelular para 

desencadenar la cascada excitotóxica, que consiste en la activación de diversas rutas 

enzimáticas que, además provoca un estado altamente oxidante y nitrante lo que 

finalmente lleva a la muerte celular. Las terapias neuroprotectoras se basan en la 

activación del sistema antioxidante endógeno, y esto puede ser logrado por la 

activación del factor de transcripción Nrf2; el cual bajo condiciones normales se 

inactiva por su represor Keap1, pero que en condiciones de estrés oxidante Keap1, 

libera a Nrf2 que se trasloca al núcleo e inicia la transcripción de genes que codifican 

para proteínas destoxificantes y antioxidantes. La curcumina (CUR) es un 

antioxidante polifenólico a la que se le atribuyen diversos efectos, entre ellos su 

capacidad de inducir al factor Nrf2; además, por su carácter lipofílico, puede atravesar 

la barrera hemato-encefálica. La administración intraestriatal de ácido quinolínico 

(QUIN) genera un modelo excitotóxico/pro-oxidante que reproduce algunas 

características conductuales, histológicas y morfológicas que caracterizan a los 

procesos neurodegenerativos. Debido a lo anterior, se evaluó la capacidad de la CUR 

para activar al factor de transcripción Nrf2 en el modelo con QUIN en ratas. 

 

Los animales se trataron durante 10 días con CUR (400 mg/kg; po) y el último día 

recibieron la lesión intraestriatal con QUIN (240 nmol). El tratamiento con CUR fue 

capaz de prevenir la neurodegeneración (1 y 3 días post-lesión), el daño histológico (7 
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días post-lesión) y la conducta de rotación (6 días post-lesión) que se inducen en el 

modelo con QUIN. Además, previno el incremento en el nivel de proteínas oxidadas 

(6 h post-lesión). El efecto protector de la CUR podría estar asociado a su capacidad 

de inducir los niveles del factor Nrf2 desde los 30 min posteriores a la lesión 

intraestriatal, generando de esta forma un estado de protección. Además, es posible 

que el factor Nrf2 se encuentre inactivo en las enfermedades neurodegenerativas; 

similar a lo que ocurre en el modelo con QUIN, por lo que la modulación de este factor 

podría proponerse como un blanco terapéutico. 
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II. INTRODUCCIÓN 

 

1. Enfermedades neurodegenerativas 

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de desórdenes 

que se originan a partir de una lenta, sistemática e irreversible pérdida celular en 

distintas regiones del sistema nervioso central. Se caracterizan por una disfunción 

progresiva y pérdida de las sinapsis, así como de neuronas, en ciertas regiones 

vulnerables (Double et al., 2010). Los trastornos crónico-neurodegenerativos 

representativos que constituyen un serio problema de salud son la enfermedad de 

Alzheimer, de Parkinson, de Huntington y la Esclerosis Lateral Amiotrófica, ya que 

repercuten directamente sobre la calidad de vida del paciente, así como en la familia y 

los recursos sanitarios. Estas enfermedades se caracterizan porque afectan de forma 

directa procesos indispensables para el desarrollo humano, como lo son la memoria, 

la cognición, el lenguaje, la personalidad y los movimientos (Jellinger, 2009; 

Tarawneh y Galvin, 2010).  

Cerca del 90% de estas enfermedades ocurren de forma espontánea, mientras que el 

8–9% está relacionado con factores genéticos y sólo el 1–2% tienen un origen 

infeccioso. En las siguientes décadas se espera un considerable incremento en la 

prevalencia de estos padecimientos y se espera que por su incidencia, las 

enfermedades neurodegenerativas lleguen a constituir una pandemia (Tabla 1). Por 

ejemplo, se espera que para el año 2050 el número de casos de estas enfermedades 

ascienda a 100 millones de personas a nivel mundial. Esto implica que el costo anual 

del tratamiento de un paciente se incremente de 40 mil dólares a casi 200 mil millones 

de dólares (Danev y St  Stoyanov, 2010). Hasta la fecha, no existen terapias 

adecuadas para la prevención o el tratamiento de estas enfermedades. La mayoría de 

las terapias se basa en tratar los síntomas, pero con un éxito moderado (Miksys y 

Tyndale, 2010). 
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Tabla 1. Prevalencia de las principales enfermedades 

neurodegenerativas a nivel mundial en el siglo XXI. EA: 

Enfermedad de Alzheimer; EP: Enfermedad de Parkinson; EH: 

Enfermedad de Huntington; ELA: Esclerosis Lateral Amiotrófica 

(Danev y St  Stoyanov, 2010). 

 

Enfermedad 2001 2025 2050 

EA 4 000 000 10 000 000 20 000 000 

EP 1 000 000 3 000 000 5 000 000 

EH 30 000 60 000 100 000 

ELA 20 000 40 000 100 000 

 

 

Aunque el tipo y la localización de la degeneración celular es diferente en cada una 

de las enfermedades neurodegenerativas y a pesar de que no se ha logrado definir el 

mecanismo exacto por el cual ocurren estos desórdenes, existen diversos 

mecanismos que son compartidos entre estos trastornos, como lo son la agregación 

proteíca, el estrés oxidante, la excitotoxicidad, la disfunción mitocondrial, la 

neuroinflamación, la disfunción del transporte axonal y neuronal y la muerte celular 

(Danev y St  Stoyanov, 2010; Jellinger, 2009; Dong et al., 2009; Fatokun et al., 2008). 

 

A pesar de que diversos mecanismos se encuentran involucrados en el proceso 

neurodegenerativo, se ha observado que la excitotoxicidad es fundamental ya que la 

activación de los receptores de glutamato desencadena una serie de eventos que 

inducen la producción de especies oxidantes y radicales libres, a través de enzimas y 

procesos dependientes de Ca2+, generando un estado oxidante en el cerebro (Dong et 

al., 2009; Fatokun et al., 2008). 
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Las neuronas que expresan altos niveles de receptores a N-metil-D-aspartato 

(rNMDA) se pierden tempranamente en el estriado de individuos con alguna de las 

enfermedades neurodegenerativas (Dong et al., 2009). El estriado es un componente 

clave de los ganglios basales y es un conjunto de interconexión del núcleo 

subcortical, que está involucrado en la forma de actuar en contextos particulares. El 

estriado está compuesto principalmente de neuronas GABAérgicas con dendritas que 

son cubiertas de espinas. Estas neuronas de proyección espinal pueden dividirse en 

base a su proyección axonal, tamaño dendrítico y fisiología, así como su expresión de 

receptores dopaminérgicos y liberación de péptidos; además desempeñan papeles 

complementarios en el control del movimiento y la selección de acciones. Tienen una 

incrementada conectividad así como una sinapsis altamente convergente con 

neuronas glutamatérgicas distribuidas en gran parte de la corteza cerebral y del 

tálamo (Eidelberg y Surmeier, 2011). 

 

Por lo anterior, el estriado es una parte del cerebro muy importante ya que se 

encuentra involucrado en procesos fundamentales para el ser humano y que se 

encuentra alterado en los procesos neurodegenerativos. 

 

 

2. Excitotoxicidad 

Bajo condiciones normales, el glutamato es el principal neurotransmisor 

implicado en la percepción primaria y la cognición, generando una respuesta 

excitadora. Cuando los receptores de glutamato son sobreactivados, se produce un 

efecto tóxico sobre las células neuronales. A este proceso suele llamársele 

excitotoxicidad (Dong et al., 2009). 
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2.1 Receptores de glutamato 

 Los efectos del glutamato son producidos mediante sus dos principales clases 

de receptores (Tabla 2): ionotrópicos (canales iónicos) y metabotrópicos (acoplados a 

proteínas G). Aunque el fenómeno excitotóxico puede producirse mediante cualquiera 

de estos tipos de receptores, los principalmente implicados en el daño excitotóxico y 

que reciben especial atención, son los rNMDA, nombrados así por su afinidad al 

NMDA. Estos receptores están implicados en diversos procesos, desde la lectura y la 

memoria, hasta la neurodegeneración (Dong et al., 2009; Lau y Tymianski, 2010). 

 

Tabla 2. Receptores de glutamato y subunidades que los constituyen. 

NMDA: N-metil-D-aspartato, AMPA: α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropionato, KA: kainato. 

 

 RECEPTORES A GLUTAMATO 

 Receptores Ionotrópicos Receptores metabotrópicos 

 

NMDA AMPA KA Grupo I Grupo II Grupo III 

S
u

b
u

n
id

a
d

e
s

 

NR1 

NR2A 

NR2B 

NR2C 

NR2D 

NR3A 

NR3B 

GluR1 

GluR2 

GluR3 

GluR4 

GluR5 

GluR6 

GluR7 

KA1 

KA2 

mGluR1s 

mGluR5s 

mGluR2s 

mGluR3s 

mGluR4s 

mGluR6s 

mGluR7s 

mGluR8s 
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Los rNMDA son heterotetrámeros compuestos por dos subunidades NR1 y dos NR2. 

Las dos subunidades NR1 forman el canal iónico y muestran todas las propiedades 

clásicas de los rNMDA: activación por glutamato, bloqueo por Mg2+, inactivación por 

Zn2+, activación por glicina, interacciones con poliaminas y sensibilidad al pH. Además 

de la unión a glutamato en las neuronas que expresan este tipo de receptores, es 

necesaria la despolarización para remover electrostáticamente al Mg2+ que suele 

obstruir el poro del canal iónico. Las subunidades NR2 tienen un papel más refinado y 

regulador en la función de los rNMDA, ya que modulan las características del canal 

iónico NR1 y se les ha atribuido una función específica en la arquitectura 

postsináptica. Recientemente, se ha demostrado la existencia de una tercera 

subunidad, NR3; la cual no es activada por NMDA o por glutamato, sino más bien 

provoca una respuesta excitadora, impermeable a Ca2+ a través de glicina (Heng et 

al., 2009; Lau y Tymianski, 2010). 

 

Los rNMDA se expresan en la mayoría de las neuronas centrales y son los principales 

responsables del daño neuronal debido a su alta permeabilidad a Ca2+ y a sus 

propiedades de conductancia. Una excesiva despolarización de la membrana 

postsináptica provoca la entrada de Na+, Cl-, H2O, pero sobre todo de Ca2+, 

generando un desbalance osmótico que ocasiona la ruptura de las membranas 

celulares. La continua activación de un gran número de rNMDA, especialmente del 

subtipo NR1/NR2B, provoca un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular y 

en la actividad de enzimas catabólicas, que desencadenan una cascada de eventos 

que dirigen a apoptosis o a necrosis (Dong et al., 2009; Sheldon y Robinson, 2007; 

Lau y Tymianski, 2010). 

 

2.2 El papel del Ca2+ 

La homeostasis del Ca2+ y su señalización regulan múltiples funciones 

neuronales, que incluyen la transmisión sináptica, la plasticidad y la sobrevivencia 

celular. Bajo condiciones normales la activación de las neuronas presinápticas 
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ocasiona la liberación de neurotransmisores al espacio sináptico a través de procesos 

dependientes de Ca2+. La liberación de neurotransmisores activa receptores 

membranales en las neuronas contiguas para iniciar la transmisión de señales. El 

Ca2+ es indispensable para diversos procesos fisiológicos ya que actúa como 

segundo mensajero activando diferentes vías y procesos, pero un incremento en su 

concentración intracelular resulta en un efecto tóxico. El incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular puede ser mediado por estímulos eléctricos o a 

través de receptores para desencadenar una serie de señales (Araújo et al., 2010; 

Zündorf y Reiser, 2011).  

 

En cuanto a la excitotoxicidad se refiere, los rNMDA son altamente permeables a este 

catión, por lo que una sobreactivación de dichos receptores ocasiona un incremento 

en la concentración intracelular del Ca2+ (Wojda et al., 2008). Además, la 

sobreactivación provoca despolarización membranal, lo que ocasiona la apertura de 

los canales de Ca2+ tipo L. Cuando se ha incrementado el nivel intracelular de Ca2+, 

éste puede activar a los receptores de rianodina y de inositol-1,4,5-trifosfato en el 

retículo endoplásmico que liberan aún más Ca2+; por otro lado, se estimulan los 

uniportadores de Ca2+ de la mitocondria para intentar restaurar los niveles de este 

segundo mensajero. Pero cuando hay una acumulación excesiva de este ion en la 

mitocondria, se induce la formación del poro de transición de membrana lo que 

provoca el colapso del potencial membranal (Pivovarova y Andrews, 2010). 

 

Todos estos eventos moleculares incluyen una serie de trasducción de señales 

relacionadas principalmente con cascadas de fosforilación. La cascada de 

señalización es diversa y activa diferentes proteínas, tales como cinasas 

dependientes de Ca2+ y calmodulina, proteína cinasa C, proteína cinasa A, 

endonucleasas, fosfolipasas, proteasas como la calpaina y la caspasa-3 (Araújo et al., 

2010), y otras enzimas como la poli (ADP-ribosa) y la sintasa de óxido nítrico (SON). 

Algunas de las cascadas de señalización propagadas en el citoplasma pueden llegar  
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Esquema 1. Principales procesos desencadenados durante el daño excitotóxico. rNMDA: receptores 

a N-metil-D-aspartato; SON: sintasa de óxido nítrico; NO: óxido nítrico; ERO/ERN: especies reactivas 

de oxígeno/nitrógeno. 

 

al núcleo y afectar la transcripción de genes. A su vez, la pérdida del potencial de 

membrana de la mitocondria provoca desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, 

deficiencia energética, liberación del citocromo c y de proteínas pro-apoptóticas 

(Pivovarova y Andrews, 2010; Zündorf y Reiser, 2011). Todos estos mecanismos 

resultan en la producción de especies reactivas y de radicales libres, generando un 

estado oxidante, y eventualmente culminan en la activación de la señalización de 

muerte celular (Araújo et al., 2010; Pivovarova y Andrews, 2010; Zündorf y Reiser, 

2011) (Esquema 1). 

 

 

3. Estrés oxidante y nitrante 

El estrés oxidante es un proceso que está íntimamente relacionado con los 

procesos degenerativos y se refiere al desbalance entre los sistemas oxidantes y 
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antioxidantes presentes en el organismo (Tabla 3), a favor de los primeros (Esquema 

2), lo que provoca la producción de especies reactivas y de radicales libres, que 

tienen la capacidad de dañar biomoléculas (Fatokun et al., 2008; Duracková, 2010). 

 

 3.1 Radicales libres y especies reactivas  

Aunque el término especie reactiva se usa indistintamente del término radical 

libre, esto es un error, ya que ambas sustancias mantienen diferencias entre sí. Los 

radicales libres son iones y moléculas capaces de existir en forma independiente, con 

uno o más electrones desapareados. Son químicamente reactivos y tienden a tomar 

electrones o átomos de hidrógeno de moléculas vecinas para ganar estabilidad, 

desatando así reacciones en cadena (Fatokun et al., 2008). 

 

Tabla 3. Principales componentes del sistema de defensa antioxidante. 

 

Enzimáticos No enzimáticos 

NADPH:quinona oxidorreductasa 1 Glutatión reducido 

UDP-glucuronosil transferasa Vitamina C 

Glutatión transferasa Vitamina E 

Glutatión reductasa Compuestos de selenio 

Glutatión peroxidasa Ácido lipoíco 

Catalasa Ubiquinonas 

Superóxido dismutasa  
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Mientras que el término especies reactivas se refiere a sustancias dentro de las que 

se incluyen los radicales libres y aquellas que no son radicales, pero que se 

caracterizan principalmente por estar incompletamente reducidas, por lo que son 

altamente reactivas. Dentro de estas se pueden incluir a las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) y de nitrógeno (ERN) (Jones, 2008; Sayre et al., 2008; Golden y Patel, 

2009; Duracková, 2010). De esta forma, un radical libre es una especie reactiva, pero 

no necesariamente se cumple a la inversa. 

 

Generalmente, las especies reactivas y los radicales son necesarios porque están 

involucrados en la señalización celular, pero cuando se producen en exceso y bajo 

ciertas circunstancias, se vuelven tóxicos para el organismo generando daño y muerte 

celular (Fatokun et al., 2008; Duracková, 2010). Tanto los radicales libres como las 

ERO y ERN están implicadas en generar daño oxidante y nitrante en los procesos 

neurodegenerativos y se consideran la principal consecuencia directa del proceso 

excitotóxico (Dong et al., 2009).  

 

 3.2 Reactividad del estrés oxidante 

La mitocondria es el principal organelo que genera ERO, se estima que del 2–

4% del oxígeno (O2) que se consume durante la fosforilación oxidativa, es convertido 

a ERO. La principal ERO que se produce es el radical anión superóxido (O2
•–) a través 

de la reducción del O2 en la cadena transportadora de electrones. El O2
•– también 

puede ser producido por algunas oxidasas (NADPH oxidasa, xantina oxidasa, etc.) 

(Fatokun et al., 2008; Sayre et al., 2008). El O2
•– tiene un tiempo de vida media muy 

corto, del orden de nanosegundos, y carece de la capacidad para penetrar las 

membranas lípidicas, por lo que se confina al compartimento donde es producido. El 

O2
•– se somete a la acción de la superóxido dismutasa (SOD) quien cataliza su 

dismutación a peróxido de hidrógeno (H2O2) y O2 (Fatokun et al., 2008; Golden y 

Patel, 2009). 
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El H2O2 no es un radical libre y es producido del 1-4% del O2 total consumido (Jones, 

2008), su tiempo de vida media es del orden de segundos y tiene la capacidad de 

atravesar las membranas lípidicas. Además es capaz de reducir a iones metálicos 

como el Fe3+ o el Cu2+ (quienes generalmente se encuentran unidos a complejos 

proteícos) a través de la reacción de Haber-Weiss, empleando la química de Fenton 

(Reacciones 1, 2 y 3). El resultado de estas reacciones es la formación del radical 

hidroxilo (OH•). Esta vía se considera el principal mecanismo por el cual se genera 

dicho radical (Fatokun et al., 2008; Kehrer, 2000). 

 

 O2
•– + Fe3+/Cu2+ 

                        
         O2 + Fe2+/Cu+ (reacción 1) 

Fe2+/Cu+ + H2O2 
                        
         Fe3+/Cu2+ + OH – + OH• (reacción 2) 

Reacción de Fenton  

  

O2
•– + H2O2 

                        
         O2 + OH – + OH• (reacción 3) 

Reacción neta (Haber-Weiss)  

 

El OH• tiene un tiempo de vida media del orden de nanosegundos y es considerado el 

más reactivo y tóxico de las ERO (Sayre et al., 2008). En teoría, el 50% del daño 

molecular mediado por radicales libres es consecuencia directa del OH• (Fatokun et 

al., 2008). 

 

Los ácidos grasos poliinsaturados son característicamente susceptibles al daño 

oxidante debido a la presencia de un enlace C-H bis-alilico particularmente débil 

(Sayre et al., 2008), de esta forma el OH• al ser altamente reactivo, puede tomar un 
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átomo de hidrógeno para ganar estabilidad, generando en el ácido graso un radical 

peroxilo y permitiendo la propagación de un proceso de auto-oxidación conocido 

como lipoperoxidación (Sayre et al., 2008; Duracková, 2010). Como resultado de este 

proceso se generan hidroperóxidos inestables que sufren ruptura y son reducidos a 

aldehídos, como el 4-hidroxinonenal y el malondialhehído, principalmente. Estos 

aldehídos modifican rápidamente a proteínas y al ADN, lo que incrementa la 

vulnerabilidad a mutaciones genéticas y alteraciones en la transcripción (Kehrer, 

2000). Se han encontrado niveles incrementados de marcadores de lipoperoxidación 

en diferentes procesos neurodegenerativos (Praticò, 2008; Zhou et al., 2008; Baillet et 

al., 2010).  

Si la oxidación de los lípidos de membrana es extensa, la neurotoxicidad puede surgir 

derivada en parte de la función comprometida de la membrana, ya que ocurren 

cambios en la estructura, en la función y en la permeabilidad, disminuyendo la fluidez 

de la membrana e incrementando el daño a proteínas de membrana e inactivación de 

receptores, enzimas y canales iónicos (Sayre et al., 2008; Fatokun et al., 2008)  

Debido a la α,β–insaturación, dichos aldehídos pueden formar reacciones de adición, 

generando aductos, especialmente en las cadenas laterales de residuos de histidina y 

cisteína, incrementando la cantidad de grupos carbonilo en las proteínas. Estas 

proteínas oxidadas son funcionalmente inactivas y rápidamente son removidas debido 

a que aparentemente no existen sistemas de reparación de proteínas y algunas otras 

gradualmente se van acumulando contribuyendo al daño neurodegenerativo (Dalle-

Donne et al., 2003).  

 

3.3 Reactividad del estrés nitrante 

Las ERN, algunas de las cuales son radicales, son igualmente una fuente de 

daño celular cuando se presentan en cantidades excesivas, debido a que inducen un 

estado de estrés nitrante. El óxido nítrico (NO) es un gas que se sintetiza a partir de la 
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acción catalítica de la SON sobre la L-arginina y actúa como un neurotransmisor en el 

sistema nervioso central. Existen tres isoformas de la SON: la neuronal (nSON), la 

endotelial (eSON) y la inducible (iSON); la nSON es predominantemente activa en 

neuronas centrales y periféricas cuando la producción de NO es importante para la 

comunicación celular y su activación es dependiente de Ca2+. Debido a que el NO es 

un gas, no se almacena en las vesículas sinápticas, por lo que es sintetizado por las 

neuronas dependiendo de la demanda (Knott y Bossy-Wetzel, 2009; Brown, 2010). 

El incremento intracelular de Ca2+ como consecuencia de la prolongada 

despolarización de los rNMDA, ocasiona la activación de la nSON para generar NO.  

 

Esquema 2. Mecanismos de generación de especies reactivas y principales formas de daño. O2: 

oxígeno molecular; O2
• –: radical anión superóxido; NOX: NADPH oxidasa; H2O2: peróxido de 

hidrógeno; GSH/GSSG: glutatión reducido/oxidado; GR: glutatión reductasa; GPx: glutatión 

peroxidasa; CAT: catalasa; OH•: radical hidroxilo; L-arg: L-arginina; SON: sintasa de óxido nítrico; NO: 

óxido nítrico; ONOO –: peroxinitrito; MDA: malondialdehído; 4-HNE: 4-hidroxinonenal. 
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Éste puede reaccionar con el O2
•– para generar peroxinitrito (ONOO –). Esta reacción 

es tres veces más rápida que la catalizada por la SOD (Fatokun et al., 2008). Cerca 

del 15% de O2
•– que se produce en la mitocondria es convertido a ONOO – y su 

formación induce la liberación del citocromo c (Knott y Bossy-Wetzel, 2009). Por otro 

lado, el ONOO – puede promover la fragmentación del ADN por daño oxidante o 

puede reaccionar con residuos de tirosina de las cadenas laterales de proteínas. 

Cuando se produce está reacción se genera la 3-nitrotirosina que inhibe la 

fosforilación por tirosin-cinasas, alterando esta vía de trasducción de señales (Knott y 

Bossy-Wetzel, 2009). 

Todos estos procesos convergen en el daño a macromoléculas y en la alteración de 

las vías de trasducción de señales, que dependiendo de la magnitud, dirigen a muerte 

celular por apoptosis o por necrosis (Fatokun et al., 2008) (Esquema 2). 

 

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidante debido a que tiene un 

elevado consumo de O2 (20% del normal basal), presenta grandes cantidades de 

ácidos grasos poliinsaturados y de otras moléculas susceptibles al daño oxidante, 

tiene altas concentraciones de metales de transición que favorecen la reacción de 

Fenton, tiene bajas cantidades de antioxidantes y una baja capacidad de 

regeneración (Fatokun et al., 2008). Todo esto justifica que las terapias 

neuroprotectoras puedan ser a base del tratamiento con antioxidantes.  

 

 

4. Curcumina 

La curcumina (CUR) es un compuesto derivado del rizoma de la planta 

Curcuma longa Linn (Esquema 3) de la familia Zingeberaceae, a la que se le conoce 

popularmente como turmérico. Esta especie ha sido ampliamente usada como 

condimento, saborizante y remedio tradicional en registros que datan desde los años 
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600 aC: está registrada en la antigua escritura hindú, el Ayurveda. Los extractos de C. 

longa L. contienen diferentes tipos de compuestos como son turmerina (un péptido 

hidrosoluble), turmeronas, atlantonas y zingeberenonas (aceites esenciales), 

curcumina, desmetoxicurcumina y bisdesmetoxicurcumina (curcuminoides) (Sharma 

et al., 2005; Pari et al., 2008). 

 

 

Esquema 3. Estructura química de la curcumina obtenida del rizoma de C. longa L. 

 

La CUR [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona] es un polifenol de 

bajo peso molecular, que fue caracterizado químicamente en 1910 y se considera 

como el principal componente activo, ya que comprende del 2–8% del turmérico (Lin 

et al., 2000). Su estructura química es una β-dicetona α,β-insaturada y existe en 

equilibrio con su tautomero enol (Esquema 3) (Sharma et al., 2005). Además de ser 

fotosensible, se degrada en forma pH dependiente a trans-6-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-

2,4-dioxo-5-hexanal, como compuesto mayoritario y en menor proporción a ácido 

ferúlico, feruloilmetano y vainillina (Sharma et al., 2005; Lin et al., 2000). Su mayor 

estabilidad es a pH ácido. 
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En los estudios farmacocinéticos, los cuales están enfocados en sus efectos 

anticancerígenos, se ha encontrado que la CUR presenta una baja biodisponibilidad 

debido a que está sujeta a metabolismo, sobre todo por reacciones de 

glucuronidación y sulfatación (Ireson et al., 2002; Sharma et al., 2004). La 

administración oral de CUR es bien tolerada a altas dosis y no se han indicado 

reacciones adversas o efectos colaterales (Pari et al., 2008). Por otro lado, cuando es 

administrada con piperina, se incrementa su biodisponibilidad por la potencial 

inhibición de la glucuronidación (Bisht y Maitra, 2009). Debido a que es altamente 

lipofilíca, tiene la capacidad de atravesar la barrera hemato-enecefálica (Yang et al., 

2005). 

Los efectos que se le han atribuido a la CUR son diversos y muy variados, como son 

inhibición de la carcinogénesis, inducción de apoptosis en células tumorales, actividad 

antiinflamatoria, inhibición de la agregación plaquetaria y de la lipoperoxidación, entre 

otros. Su propiedad antioxidante se debe a que es un potente atrapador de especies 

reactivas que incluyen O2
•–, OH•, NO y ONOO – (Lin et al., 2000) y son principalmente 

debidas a la presencia de los grupos hidroxilo de los anillos aromáticos (Priyadarsini 

et al., 2003). Se ha demostrado su propiedad como antioxidante directo, siendo más 

potente que la vitamina E (M Khopde et al., 1999). Además, se ha descrito un efecto 

neuroprotector en modelos de excitotoxicidad (Ataie et al., 2010), isquemia cerebral 

(Yang et al., 2009), enfermedad de Alzheimer (Begum et al., 2008), entre otros. 

Molecularmente, la CUR modula la actividad de ciertas proteínas de destoxificación 

como lo es la γ-glutamilcisteína ligasa la cual es la enzima limitante en la síntesis del 

glutatión (GSH), el principal antioxidante no enzimático; así como de ciertos factores 

de transcripción, dentro de los que se incluyen el factor nuclear κB (NF-κB), p53, Nrf-

2, entre otros (Pari et al., 2008). En particular, se ha observado en modelos de 

cultivos celulares que la CUR tiene la capacidad de inducir al factor Nrf-2 (Nishinaka 

et al., 2007), aunque no se conoce el mecanismo exacto de cómo lo hace.  
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5. La vía Nrf2-ARE 

 El factor de transcripción factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2, 

Nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2)- related factor 2) fue descrito y caracterizado por 

primera vez en 1994, donde se observó que se encuentra ampliamente distribuido a 

diferentes niveles y en diversos órganos, sobre todo se expresa a mayores niveles en 

el riñón y en menor proporción en el cerebro (Moi et al., 1994). El Nrf2 es un regulador 

maestro de la transcripción de genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes; es 

un factor de transcripción constituido por un cierre de leucinas básico (bZIP, basic 

leucine zipper) que contiene un dominio ácido de activación transcripcional, presenta 

un tiempo de vida media aproximado de 20 min (Kensler et al., 2007). 

Bajo condiciones normales, el Nrf-2 es secuestrado en el citoplasma por la proteína 1 

asociada a ECH tipo Kelch (Keap1, Kelch-like, erythroid cell derived protein with CNC 

homology (ECH)-associated protein 1) a través de la interacción del dominio Kelch de 

Keap1 y el dominio Neh2 de Nrf-2. Keap1 por un lado, se mantiene unido a la actina 

del citoesqueleto para retener con mayor fuerza al Nrf2, y por otra parte, ubiquitina al 

Nrf2 en diferentes residuos de lisina (Lys-44, 50, 52, 56, 64 y 68) a través de la 

ubiquitin-ligasa-E3 culina-3 (Cul-3), dirigiéndolo a degradación proteosómica. Keap1 

presenta diferentes residuos de cisteína conservados (25 residuos en el ratón y 27 

residuos en el humano) y en particular 3 residuos son altamente reactivos y los más 

importantes: Cys-151, Cys-273 y Cys-288 (Kensler et al., 2007; Sekhar et al., 2010). 

Un cambio en los residuos de cisteína en las posiciones 273 y 288, inhiben la 

capacidad de Keap1 para dirigir la ubiquitinación de Nrf2; mientras que un cambio del 

residuo Cys-151, el sitio de unión a Cul-3, ocasiona un cambio conformacional en 

Keap1 que provoca la liberación de Nrf2 (Sekhar et al., 2010). Una vez que es 

liberado, el Nrf2 es fosforilado por alguna cinasa (ERK, PI3K, JNK, PKC, p38) y 

entonces puede traslocarse al núcleo para conjugarse con pequeñas proteínas Maf y 

unirse a una secuencia específica del ADN denominada elemento de respuesta 

antioxidante (ARE, Antioxidant Response Element), un elemento regulatorio que 
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actúa en cis (cis-acting) y que se encuentra en 5’ de la región promotora de genes 

que codifican para proteínas destoxificantes y antioxidantes (Esquema 4) (Surh, 2003; 

Kensler et al., 2007; Sekhar et al., 2010). 

 

 

Esquema 4. Vía de señalización de Nrf2-ARE. En condiciones basales (flechas negras) el Nrf2 es 

ubiquitinado por el dominio Cul-3 de Keap1, dirigiéndolo a degradación proteosómica. Bajo ciertas 

circunstancias, como en condiciones de estrés oxidante (flechas blancas), se genera un cambio en el 

residuo Cys-151 lo que origina un cambio conformacional en Keap1 y ocasiona la liberación de Nrf2, 

el cual es fosforilado por alguna cinasa para ser traslocado al núcleo y conjugarse con proteínas Maf 

para unirse al elemento de respuesta antioxidante (ARE) y estimular la transcripción de genes que 

codifican para proteínas antioxidantes y destoxificantes.  

 

Se ha observado que la expresión de Nrf2 tiene un papel determinante en la 

protección celular neuronal (Shih et al., 2005) y que se expresa en astrocitos para 

proteger a las neuronas del estrés oxidante (Kraft et al., 2004) mediante la inducción 

de la trascripción de enzimas destoxificantes, proteínas relacionadas con el glutatión, 
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proteínas antioxidantes, enzimas productoras de NADPH y anti-inflamatorias, las 

cuales son vitales para el mantenimiento y la respuesta del sistema de defensa 

celular (Lee et al., 2003). 

Recientemente, se ha reportado la posibilidad de que la ubicación de Nrf2 sea nuclear 

más que citoplásmica y que la interacción con Keap1 sea un evento transitorio 

regulado espacial y temporalmente (Nguyen et al., 2009). Sin embargo, lo que es un 

hecho es que Nrf2 debe localizarse nuclearmente para poder ejercer la transcripción 

de proteínas destoxificantes y antioxidantes mediante su unión con ARE. Debido a 

que las enfermedades neurodegenerativas están estrechamente relacionadas con el 

estrés oxidante, la manipulación de esta vía puede significar un potencial blanco 

terapéutico. 

 

 

6. El modelo experimental con ácido quinolínico 

 La vía de la kinurenina es la principal ruta del catabolismo del triptófano y es la 

principal responsable de la producción de NAD+ y NADP+. Se han encontrado 

alteraciones en esta ruta en diferentes enfermedades neurodegenerativas. El 

compuesto central de esta vía es la L-kinurenina que puede seguir su metabolismo 

mediante dos rutas a ácido kinurénico o a 3-hidroxi-L-kinurenina y a ácido quinolínico 

(QUIN) (Zádori et al., 2009).  

El QUIN (ácido 2,3-piridín-dicarboxílico) es considerado como una neurotoxina 

endógena agonista de los rNMDA, sobre todo de aquellos conformados por las 

subunidades NR2A y NR2B, que ocasiona lesiones excitotóxicas en el cerebro, ya 

sea por una activación directa de los rNMDA, o bien por la inhibición de la recaptura 

del glutamato endógeno. Diferentes estudios han puesto de manifiesto el papel de 

esta neurotoxina, ya que se ha demostrado que actúa como un agonista selectivo de 

los rNMDA ocasionando despolarización membranal y con ello la entrada de Ca2+ a 
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las neuronas para generar un perfil altamente oxidante y nitrante; mismos 

mecanismos que se encuentran íntimamente involucrados en los trastornos 

neurodegenerativos (Zádori et al., 2009; Sheldon y Robinson, 2007; Braiudy et al., 

2009; Schwarcz et al., 2010). 

La administración intraestriatal de QUIN en ratas provoca un incremento en la 

lipoperoxidación (Santamaría y Rios, 1993), activa la eSON/nSON (Aguilera et al., 

2007) y genera altos niveles de OH• (Santamaría et al., 2001), lo que lleva a la 

formación de ONOO – ocasionando la fragmentación del ADN (Pérez-de la Cruz et al., 

2005). Por otro lado, provoca desbalance del sistema antioxidante endógeno, sobre  

 

Esquema 5. Mecanismos implicados en el modelo experimental con ácido quinolínico (QUIN). NOX: 

NADPH oxidasa; SOD: superóxido dismutasa; Fe: hierro; PARP: poli (ADP-ribosa); O2
• –: radical anión 

superóxido; H2O2: peróxido de hidrógeno; OH•: radical hidroxilo; eSON/nSON: sintasa de óxido nítrico 

endotelial/inducible; NO: óxido nítrico; ONOO –: peroxinitrito. 
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todo ocasiona la disminución en los niveles de GSH (Cruz-Aguado et al., 2000; 

Rodríguez-Martínez et al., 2000), disminuye la actividad de la SOD (Pérez-de la Cruz 

et al., 2005) e incrementa la actividad de la NADPH oxidasa, por un mecanismo 

dependiente de los rNMDA, para generar O2
•– (Maldonado et al., 2010). A nivel 

mitocondrial, ocasiona una disminución del consumo de O2, para reducir así los 

niveles de ATP y NAD+, así como de las concentraciones de aspartato y glutamato 

(Bordelon et al., 1997).  

Todos estos mecanismos generan un elevado daño por especies reactivas (Esquema 

5), que junto con la activación de los mecanismos dependientes de Ca2+ (Pérez-de la 

Cruz et al., 2008) a través de la activación de los rNMDA, ocasionan el daño a 

biomoléculas. Además, el QUIN incrementa los productos de glucosilación avanzada, 

quienes activan la señalización mediada por NF-kB (Cuevas et al., 2010), e 

incrementa la actividad de la caspasa-3 (Pérez-de la Cruz et al., 2005) y de la poli 

(ADP-ribosa) (Maldonado et al., 2007) para culminar en la muerte celular por 

apoptosis y necrosis. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En años subsecuentes se espera un considerable incremento en la prevalencia 

de las enfermedades neurodegenerativas, tanto que podrían llegar a constituir una 

pandemia. Hasta la fecha no existen terapias eficaces en la prevención o en el 

tratamiento de dichos padecimientos. Se han realizado numerosos estudios para 

describir el mecanismo exacto por el cual ocurren estos trastornos y aunque no se 

han logrado definir con certeza, se han encontrado diversos procesos que mantienen 

en común, dentro de los que destacan la excitotoxicidad y el estrés oxidante. 

El daño oxidante es la principal consecuencia directa de la excitotoxicidad y en virtud 

de que puede alterar los mecanismos de señalización y ocasionar la muerte neuronal, 

una de las terapias neuroprotectoras se basa en la activación del sistema antioxidante 

endógeno, lo cual puede ser posible mediante la activación del factor de transcripción 

Nrf2, regulador maestro de genes que codifican para proteínas antioxidantes y 

destoxificantes. 

Determinados eventos y compuestos tienen la capacidad de inducir la activación de 

dicho factor de transcripción, dentro de los cuales destacan algunos compuestos 

naturales, como es el caso de la CUR. Este compuesto, además tiene la capacidad 

de atravesar la barrera hemato-encefálica, principal inconveniente de la terapia 

neuroprotectora. Por lo anterior, se decidió determinar el papel neuroprotector de la 

CUR en el modelo experimental con QUIN, quien además de generar daño 

excitotóxico, se ha observado que induce un elevado daño oxidante.  

Con esto se pretende desarrollar nuevas terapias dirigidas a la prevención de las 

enfermedades neurodegenerativas, sobre todo, aquellas relacionadas con el proceso 

excitotóxico y el estrés oxidante y nitrante. 
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IV. HIPÓTESIS 

Si la CUR es capaz de activar al factor de transcripción Nrf2, entonces esto 

inducirá un estado de protección antioxidante que prevenga el daño excitotóxico/pro-

oxidante que se induce en el modelo experimental con QUIN.  

 

 

V. OBJETIVOS 

 

1. Objetivo general 

Evaluar la capacidad de la CUR para prevenir el daño excitotóxico/pro-oxidante 

que se genera en el modelo experimental con QUIN. 

 

2. Objetivos particulares 

2.1 Evaluar el efecto de la CUR sobre las alteraciones conductuales que se producen 

por la infusión intraestriatal con QUIN.  

 

2.2 Evaluar el efecto de la CUR sobre las alteraciones histológicas inducidas por la 

administración intraestriatal de QUIN. 

 

2.3 Determinar la capacidad de la CUR para prevenir el estrés oxidante en estriado de 

animales tratados con QUIN. 

 

2.4 Evaluar la neurodegeneración que se induce en el modelo experimental con QUIN 

y determinar si la CUR es capaz de prevenirla. 

 

2.5 Determinar la capacidad de la CUR para inducir el factor de transcripción Nrf2. 
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VI. METODOLOGÍA 

 

1. Materiales 

La curcumina (CUR), el ácido quinolínico (QUIN), la apomorfina, la 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) y la albúmina sérica bovina fueron de Sigma (St. Louis, 

USA). El fluoro-jade B fue de Millipore (AG310; Bedford, USA). El anticuerpo anti-Nrf-

2 (C-20, sc-722) y el diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, sc-3598) fueron 

de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santacruz, USA). El anticuerpo secundario 

conjugado a Alexa fluor-488 fue de Invitrogen (Carlsbad, USA). El medio de montaje 

VectaShield fue de Vector Labs Inc. (Burlingame, USA). Los demás reactivos se 

adquirieron de casas comerciales conocidas. El agua empleada para la preparación 

de soluciones se obtuvo con un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, USA).  

 

 

2. Animales 

Se emplearon ratas macho Wistar con un peso de 250–300 g. Los animales se 

colocaron en cajas de acrílico en condiciones constantes de temperatura (25°C ± 3°C) 

y humedad (50% ± 10%). Se mantuvieron en ciclos de 12 h luz/oscuridad con acceso 

al agua y al alimento ad libitum. Todos los procedimientos con animales estuvieron 

apegados a “Guidelines for the Care and use of Mammals in Neuroscience and 

Behavioral Research” Institute for Laboratory Animal, Research, National Research 

Council of the National Academies (www.nap.edu); además, se hicieron todos los 

esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales.  

 

 

http://www.nap.edu/
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3. Diseño del experimento 

Se emplearon cuatro grupos de animales (n = 6) divididos al azar como se 

menciona a continuación: grupo control (CT): tratados con vehículo y con solución 

salina isotónica (SSI); grupo CUR: tratados con CUR y con SSI y grupo QUIN: 

tratados con vehículo y con QUIN; grupo CUR+QUIN: tratados con CUR y con QUIN. 

Se administró intraestriatalmente 1 µL de SSI (grupos CT y CUR) o de QUIN, 

equivalente a 240 nmol (grupos QUIN y CUR+QUIN) en un equipo estereotáxico 

(Stoelting Co., Wood Dale, USA) por medio de una microjeringa (Hamilton Co., Reno, 

USA) en las siguientes coordenadas estereotáxicas: + 0.5 mm anterior al bregma, - 

2.6 mm lateral al bregma y - 4.5 mm ventral a la dura, de acuerdo al atlas estreotáxico 

de Paxinos (Paxinos y Watson, 1998), la SSI o el QUIN se administraron después de 

la décima administración de vehículo o de CUR.  

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico (0.2 mL/250 g, ip) y una vez 

anestesiados se inyectó la solución en el hemisferio derecho en una proporción de 1 

µL/2 min, manteniendo la microjeringa in situ por un tiempo de 2 min para permitir la 

difusión pasiva. Posteriormente, la jeringa se retiró cuidadosamente y la herida se 

cerró con sutura. Los animales se mantuvieron en observación hasta que se 

recuperaron de la anestesia. La CUR se administró a diferentes dosis: 100, 200 y 400 

mg/Kg (grupos CUR y CUR+QUIN), la cual se disolvió por agitación mecánica en 

carboximetilcelulosa 0.5% (vehículo) para su administración intragástrica mediante 

una sonda plástica durante 10 días cada 24 horas. Los grupos CT y QUIN recibieron 

vehículo por vía intragástrica durante 10 días. 
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4. Prueba de conducta 

Se evaluó la conducta de rotación como una alteración motriz derivada del daño 

al estriado como se indica en estudios previos (Norman et al., 1990; Santamaria et al., 

1996). Seis días posteriores a la lesión intraestriatal, los animales se administraron 

con apomorfina (1 mg/Kg, sc) y se colocaron en cajas de acrílico individuales. 

Transcurridos 5 min, se registró el número de giros ipsilaterales a la lesión durante 1 

h, un giro se definió como una vuelta de 360°. Los resultados se presentan como 

número de giros ipsilaterales en 1 h. 

 

 

5. Análisis histológico 

Los tejidos se procesaron de la manera descrita en estudios previos (Silva-

Adaya et al., 2008; Maldonado et al., 2010). Siete días posteriores a la lesión 

intratestriatal, los animales se administraron con 0.5 mL de pentobarbital sódico y se 

perfundieron transcardialmente con SSI y heparina (200/1 v/v) seguido de una 

solución de p-formaldehído 4% a 4°C. Los cerebros se removieron y se mantuvieron 

durante 7 días en p-formaldehído 4%. Posteriormente estos se deshidrataron 

gradualmente en etanol absoluto seguido de xilol y se embebieron en parafina. Se 

realizaron cortes coronales de 5 µm de grosor en un microtomo histo-STAT (American 

Instrument Exchange Inc., Haverhill, USA) comenzando en 100 µm anteriores y 100 

µm posteriores al sitio de la lesión, cubriendo una distancia total de 300 µm. Los 

cortes se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E) para la observación de los cuerpos 

celulares. 
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6. Conteo celular 

A partir de los cortes histológicos se realizó un conteo celular como se indica en 

estudios previos (Maldonado et al., 2010). Los cortes se visualizaron en un 

microscopio Leica IM100 (Leica, Cambridge, UK) a 40x y las imágenes se capturaron 

con una cámara Leica DFC-300FX (Leica Microsystems Digital Imaging, Coldhams 

Lane, UK), el criterio general de daño fue núcleos picnóticos, vacuolización 

citoplásmica, atrofia neuronal, necrosis y edema intersticial. Se obtuvo el número de 

neuronas preservadas y dañadas en 5 campos seleccionados al azar (cubriendo todo 

el estriado de medial a lateral, en el sitio lateral al ventrículo del hemisferio lesionado), 

obtenidos de 3 cortes por tejido. La cuantificación la realizó una persona en ciego y 

los datos se expresan como porcentaje de neuronas dañadas por campo. 

 

 

7. Determinación del contenido de grupos carbonilo 

Se determino el contenido de grupos carbonilo como marcador de estrés 

oxidante mediante la reacción de la 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) como se indica 

en estudios previos (Reznick y Packer, 1994; Maldonado et al., 2010). Se obtuvo el 

estriado de los animales 6 h posteriores a la infusión intraestriatal y se homogenizó en 

PBS-Tritón 0.01% y EDTA 1 mM, se centrifugó durante 20 min a 23,000xg y se incubó 

toda la noche con sulfato de estreptomicina 10% a 4°C para eliminar los ácidos 

nucleicos. Posteriormente se centrifugó a 2,655xg durante 10 min y se agregó DNPH 

10 mM. Después de precipitar las proteínas con TCA 20% y realizar lavados con 

etanol-acetato de etilo (1:1), el precipitado se resuspendió en guanidina 6 M y se 

determinó la absorbancia a 370 nm. Los cálculos se realizaron de acuerdo a la ley de 

Lambert-Beer empleando el coeficiente de extinción molar de DNPH (ε = 22,000 M-1 

cm-1) y se corrigió por mg de proteína de acuerdo a la lectura de densidad óptica a 

280 nm en tubos blanco que se prepararon simultáneamente (tratados con HCl en 
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lugar de DNPH). Los resultados se presentan como nmol de DNPH por mg de 

proteína. 

 

 

8. Tinción con fluoro-jade B para evaluar neurodegeneración 

Una vez que los animales se trataron como se menciona en la técnica de 

análisis histológico, los cerebros se removieron y se mantuvieron en p-formaldehído 

2%/sacarosa 30% durante 7 días a 4°C. Los tejidos se embebieron en el compuesto 

para cortes a óptima temperatura (Tissue Tek), se sumergieron en nitrógeno líquido y 

se almacenaron a -20°C hasta su uso. Se realizaron cortes coronales de 6–10 µm de 

grosor a -25°C en un criostato microm HM520 (Thermo Scientific, Pittsburgh, USA), 

se colocaron en portaobjetos gelatinizados al 5% y se procesaron para la tinción 

como está descrito en estudios previos (Schmued y Hopkins, 2000). Los tejidos se 

sumergieron en NaOH 1% y etanol 80% y se transfirieron a una solución de etanol 

70% seguido de agua destilada. Posteriormente, se colocaron en una solución de 

KMnO4 0.06% (m/v) y se lavaron con agua destilada. Los cortes se transfirieron a la 

solución de tinción [fluoro-jade B 0.0004% (v/v) y DAPI 0.0002% v/v)]. Los cortes se 

lavaron con agua destilada y se colocaron a 50°C hasta que estuvieron 

completamente secos. Las preparaciones se observaron en un microscopio Leica 

IM100 (Leica, Cambridge, UK) con aumento de 40x. Los fluorocromos se observaron 

a través de filtros específicos y se analizaron en dos canales: la tinción con fluoro-jade 

B se observó en el canal verde, la tinción con DAPI se observó en el canal azul. Las 

imágenes se tomaron en el estriado de medial a lateral, en el sitio lateral al ventrículo 

del hemisferio lesionado y fueron capturadas con una cámara Leica DFC-300FX 

empleando un software Leica IM1000. La intensidad de la fluorescencia se consideró 

de forma proporcional a la neurodegeneración. 
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9. Nivel de Nrf2 por inmunofluorescencia 

A partir de los cortes histológicos en el compuesto de cortes a óptima 

temperatura (Tissue Tek), los tejidos se permeabilizaron con tritón al 0.1% en PBS 

durante 10 min y se bloquearon con albúmina sérica bovina al 3% durante 1 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron 

con el anticuerpo primario de conejo anti-Nrf2 (1:100) toda la noche a 4°C. Los cortes 

se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra 

anti-conejo (1:500) conjugado a Alexa Fluor-488 durante 1.5 h a temperatura 

ambiente. Los núcleos se tiñeron con diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI; 1:1,000) durante 10 min. Por último, se lavaron tres veces con PBS y se 

cubrieron con medio de montaje VectaShield, adecuado para inmunofluorescencia. 

Paralelamente, se trabajaron los controles negativos en donde a estos no se les 

adicionó el anticuerpo primario, para eliminar los falsos negativos. Las 

inmunotinciones se observaron en un microscopio Leica IM100 con aumento de 40x. 

Los fluorocromos se observaron a través de filtros específicos y se analizaron en dos 

canales: el anticuerpo secundario conjugado a Alexa fluor-488 se observó en el canal 

verde, la tinción con DAPI se observó en el canal azul. Las imágenes se tomaron en 

el estriado de medial a lateral, en el sitio lateral al ventrículo del hemisferio lesionado 

y se capturaron con una cámara Leica DFC-300FX empleando un software Leica 

IM1000. Se determinó el número de células inmunoreactivas a Nrf2 y se expresaron 

gráficamente de acuerdo a su posición respecto al núcleo. 

 

 

10. Análisis estadístico 

Los datos se presentan como la media ± el error estándar de la media (EEM). 

Los datos se analizaron con una ANOVA de una vía y como método post hoc se 

empleó la prueba de Tukey usando el software Prism 5.02 (GraphPad; San Diego, 

USA) Un valor de P < 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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VII. RESULTADOS 

 

1. Conducta de rotación 

Se observa que el grupo QUIN es el que presenta el mayor número de giros 

ipsilaterales a la lesión (233 ± 60 giros) respecto al grupo CT. En los grupos en que se 

administró CUR durante 10 días previos a la lesión intraestriatal se observa una 

disminución gradual del número de giros ipsilaterales a la lesión, respecto al grupo 

QUIN, conforme se incrementa la dosis de CUR (Gráfico 1). Cabe subrayar que de 

estos tres grupos que recibieron CUR previamente a la lesión intraestriatal, el grupo 

CUR400+QUIN fue el que presentó el menor incremento del número de giros 

ipsilaterales (53 ± 26 giros) respecto al grupo QUIN. El tratamiento sólo con CUR 400 

mg/kg no indujo cambios estadísticamente significativa respecto al grupo CT. 

 

Gráfico 1. Efecto de la curcumina (CUR) sobre la conducta de rotación inducida por el ácido 

quinolínico (QUIN). Se presenta el promedio ± EEM. CT: grupo control; 100, 200 y 400: dosis 

empleadas de CUR, en mg/kg. a P < 0.001 respecto al grupo CT; ** P < 0.01 y *** P < 0.001 respecto al 

grupo QUIN. 
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2. Análisis histológico 

En el análisis histológico el tejido representativo del grupo QUIN presenta el 

mayor daño celular en comparación con el grupo CT, dicho daño celular se 

caracteriza por la presencia de picnosis núcleo-citoplasmática, retracción del 

neurópilo y edema intersticial. Mientras que los grupos que recibieron CUR presentan 

menor daño desde la dosis de 100 mg/kg, correspondiente al grupo CUR100+QUIN 

(Figura 1) y siendo mayor el efecto en el grupo tratado con la dosis de 400 mg/kg 

(CUR400+QUIN) comparando con el grupo QUIN. Por otro lado, el tratamiento con 

CUR 400 mg/kg (CUR400) no induce alteraciones histológicas. 

 

 

 

 

Figura 1. Efecto de la CUR sobre el daño histológico inducido por el QUIN. Los cortes de 5 µm de 

estriado se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E). Se presentan fotomicrografías representativas 

de cada grupo: CUR, curcumina; QUIN, ácido quinolínico. La dosis empleada de CUR fue 100, 200 y 

400 mg/kg. Se señalan el edema y la retracción del neuropilo (estrellas), la presencia de picnosis 

núcleo-citoplasmática (triángulos negros) y las células preservadas (flechas negras). 
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3. Conteo celular 

A partir de los cortes histológicos se realizó un conteo celular. El grupo QUIN 

presenta diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo CT, 

siendo el grupo en el que se observa el mayor porcentaje de células dañadas. En los 

grupos en los que se administró CUR previo a la lesión intraestriatal se observa 

disminución del porcentaje de células dañadas de manera dosis dependiente. Se 

encontró diferencia estadísticamente significativa desde la dosis de 100 mg/kg y 

siendo el grupo CUR400+QUIN el que presenta el menor porcentaje de células 

dañadas respecto al grupo QUIN (Gráfico 2). El grupo tratado solamente con CUR400 

no presentó diferencia estadísticamente significativa en comparación con el grupo CT. 

 

Gráfico 2. Conteo de células dañadas en el daño inducido por QUIN. Se presenta el promedio ± EEM. 
a P < 0.001 respecto al grupo CT; * P < 0.05, ** P < 0.01 y *** P<0.001 respecto al grupo QUIN. 

 

Debido a que la dosis de 400 mg/kg de CUR Mostró el mayor efecto protector en la 

conducta y en el daño morfológico, esta dosis fue la que se eligió para los estudios 

siguientes. 
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4. Contenido de grupos carbonilo 

La administración intraestriatal de QUIN causó un notable incremento en la 

cantidad de hidrazonas (3.99 ± 1.02 nmol DNPH/ mg proteína), las cuales aumentaron 

en un 156% en comparación con el grupo CT (1.55 ± 0.11 nmol DNPH/ mg proteína) 

(Gráfico 3). Mientras que el tratamiento con CUR previo a la lesión intraestriatal 

previene el incremento en la cantidad de proteínas oxidadas, siendo similares al 

grupo CT (1.38 ± 0.09 nmol DNPH/mg proteína) y estadísticamente significativo (P < 

0.001) en comparación con el grupo QUIN. El tratamiento solo con CUR (1.69 ± 0.13 

nmol DNPH/mg proteína) no presentó diferencia estadísticamente significativa 

respecto al grupo CT. 

 

 

 

Gráfico 3. Efecto de CUR sobre el daño a proteínas inducido por QUIN. Los datos se presentan como 

promedio ± EEM. a P < 0.05 respecto al grupo CT, ** P < 0.001 respecto al grupo QUIN. 
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5. Determinación de la neurodegeneración 

La tinción con fluoro-jade B observó poca fluorescencia de los grupos CT y 

CUR tanto a 1 como a 3 días posteriores a la lesión (Figuras 2 y 3, respectivamente); 

mientras que en el grupo tratado con QUIN se observó una marcada fluorescencia de 

células positivas a fluoro-jade B, sobre todo a los 3 días, lo que sugiere la 

degeneración de las neuronas estriatales. En aquellos grupos que recibieron CUR de  

 

Figura 2. Efecto de la CUR sobre la neurodegeneración inducida por QUIN, 1 día post-lesión. Se 

muestran fotomicrografías representativas de cada grupo: CT: control, QUIN: ácido quinolínico; CUR: 

curcumina y CUR+QUIN: curcumina y ácido quinolínico; F-JB: fluoro-jade B, DAPI: diclorhidrato de 

4',6-diamidino-2-fenilindol. En verde se presenta a las células positivas a F-JB y en azul la tinción de 

núcleos; la columna de la derecha es la co-localización de la observación con F-JB  con DAPI. 
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forma previa a la lesión intraestriatal disminuyó la fluorescencia de células positivas 

fluoro-jade B, siendo similar a la del grupo CT de 1 día; pero sobre todo se observa 

que a tiempos largos (3 días) las células positivas a fluoro-jade B disminuyen 

considerablemente, siendo la positividad a fluoro-jade B aún menor que la del grupo 

CT. 

 

 

Figura 3. Efecto de la CUR sobre la neurodegeneración inducida por QUIN, 3 días post-lesión. Se 

muestran fotomicrografías representativas de cada grupo: CT: control, QUIN: ácido quinolínico; CUR: 

curcumina y CUR+QUIN: curcumina y ácido quinolínico; F-JB: fluoro-jade B, DAPI: diclorhidrato de 

4',6-diamidino-2-fenilindol. En verde se presenta a las células positivas a F-JB y en azul la tinción de 

núcleos; la columna de la derecha es la co-localización de la observación con F-JB con DAPI. 
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6. Nivel de Nrf2 

En las inmunofluorescencias se observaron las células positivas a Nrf2 y la co-

localización con el marcador de núcleos para determinar la localización subcelular del 

factor de transcripción, mismos resultados que fueron corroborados mediante el 

conteo de células positivas a Nrf2 y su localización respecto al núcleo (Figura 4 y 5). 

En los grupos CT se observó la presencia de Nrf2 y su localización se mantiene 

balanceada tanto dentro como fuera del núcleo; mientras que en el grupo tratado solo 

con QUIN 30 min post-lesión se observó que disminuye el número de células 

positivas a Nrf2 y sobre todo, disminuye la forma intranuclear incrementándose la 

forma perinuclear. Por otro lado, en el grupo de 120 min post-lesión además de 

observarse algo similar, se observa claramente que se incrementa la localización 

extranuclear. Los grupos tratados sólo con CUR muestran un incremento en la 

localización intranuclear de Nrf2 y la posterior administración de QUIN (grupo 

CUR+QUIN) presentaron niveles similares de células positivas a Nrf2 que el grupo 

CT, tanto a 30 min como a 120 min post-lesión. 
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Figura 4. Efecto de la CUR 

sobre la inducción del factor de 

transcripción Nrf2 30 min post-

lesión con QUIN. A) Se 

presentan fotomicrografías 

representativas de cada grupo, 

en verde se presenta a las 

células positivas a Nrf2 y en azul 

la tinción de núcleos (DAPI); la 

columna de la derecha es la co-

localización de la observación 

con Nrf2 y con DAPI. CT: 

control, QUIN: ácido quinolínico; 

CUR: curcumina y CUR+QUIN: 

curcumina y ácido quinolínico. 

B) Conteo de células positivas a Nrf2 y su localización respecto al núcleo. Se presenta promedio ± 

EEM. ** P<0.01 y *** P<0.001 respecto a CT. 
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Figura 5. Efecto de la CUR sobre la 

inducción del factor de transcripción 

Nrf2 120 min post-lesión con QUIN. 

A) Se presentan fotomicrografías 

representativas de cada grupo, en 

verde se presenta a las células 

positivas a Nrf2 y en azul la tinción 

de núcleos (DAPI); la columna de la 

derecha es la co-localización de la 

observación con Nrf2 y con DAPI. 

CT: control, QUIN: ácido 

quinolínico; CUR: curcumina y 

CUR+QUIN: curcumina y ácido 

quinolínico. B) Conteo de células 

positivas a Nrf2 y su localización respecto al núcleo. Se presenta promedio ± EEM. ** P<0.01 y *** 

P<0.001 respecto a CT; # P<0.05 y ## P<0.01 respecto a QUIN.  
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VIII. Discusión 

 

 La CUR muestra un estado de protección contra el daño inducido por el QUIN. 

En estudios previos (Schwarcz et al., 1979; Norman et al., 1990) se ha mostrado que 

la infusión intraestriatal de agonistas glutamatérgicos ocasiona la degeneración y 

desaferenciación del sistema dopaminérgico estriatal provocando una 

hipersensibilidad de los receptores a dopamina, y que la posterior administración 

sistémica de agonistas de dopamina ocasiona la hiperactivación de los receptores 

dopaminérgicos en el hemisferio lesionado, provocando el comportamiento en giros 

ipsilaterales. En el modelo experimental con QUIN se ha demostrado que la 

administración subcutánea de apomorfina provoca un incremento en el número de 

giros ipsilaterales 6 días después de la infusión intraestriatal (Santamaría y Rios, 

1993; Santamaría et al., 1996), lo que pone de manifiesto el papel de dicha 

neurotoxina. La administración previa de CUR muestra un menor número de giros 

ipsilaterales de forma dosis-dependiente, siendo significativos con la dosis de 200 

mg/kg pero evidenciando que la dosis de 400 mg/kg fue la que mostró la mayor 

protección (Figura 1). Estos resultados son consistentes con otros modelos de 

excitotoxicidad (Ataie et al., 2010), en particular con homocisteína, donde se 

demuestra el efecto neuroprotector de la CUR (50 mg/kg; ip) y con otros donde se 

muestra que el tratamiento previo con un antioxidante es capaz de prevenir las 

alteraciones conductuales que se inducen en el modelo con QUIN (Santamaría et al., 

2003). 

 

Durante el fenómeno excitotóxico, la sobreactivación de los rNMDA provoca la 

entrada de iones a la célula, como son Na+, Cl-, pero sobre todo de Ca2+, causando un 

desbalance osmótico que eventualmente ocasiona la ruptura y la muerte celular 

(Dong et al., 2009). El QUIN es un agonista glutamatérgico en la subunidad NR2B de 

los rNMDA, por lo que su infusión intraestriatal conlleva a la sobreactivación de dichos 

receptores que permiten la entrada, principalmente, de Ca2+ y desata una serie de 
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eventos que finalmente culminan en la muerte celular (Pérez-de la Cruz et al., 2005). 

Este proceso está íntimamente ligado con los trastornos neurodegenerativos ya que 

ocasiona pérdida de la función y muerte neuronal por necrosis o apoptosis (Jellinger, 

2009), por lo que es necesaria su prevención. El tratamiento previo con CUR mejora 

la viabilidad celular, ya que previene las alteraciones histológicas propias de la 

neurotoxicidad ejercida por el QUIN, en particular con la dosis de 400 mg/kg. Este 

efecto dosis-dependiente podría estar estrechamente relacionado con la baja 

biodisponibilidad de la CUR (Ireson et al., 2002). En virtud de que la CUR presenta un 

efecto neuroprotector, sobre todo a dosis altas, se decidió utilizar la dosis de 400 

mg/kg en los experimentos subsecuentes.  

 

La actividad pro-oxidante del QUIN está bien documentada, se sabe que induce 

lipoperoxidación, activa la NADPH oxidasa, incrementa el nivel de OH•, activa la SON 

e incrementa la concentración de Ca2+ intracelular (Santamaría y Rios, 1993; 

Maldonado et al., 2010; Aguilera  et al., 2007; Santamaría et al., 2001; Pérez-de la 

Cruz et al., 2008) lo que genera un perfil altamente oxidante. El estrés oxidante y 

nitrante puede ocasionar efectos deletéreos en las células, sobre todo por su 

capacidad de dañar biomoléculas como son el ADN, los lípidos y las proteínas. 

Cuando estas últimas son dañadas, ya sea por efecto directo de las especies 

reactivas o por los productos derivados de la lipoperoxidación (Sayre et al., 2008) se 

incrementa la cantidad de grupos carbonilo en las cadenas laterales, sobre todo en 

residuos de histidina y cisteína lo que ocasiona su inactivación (Dalle-Donne et al., 

2003). Se sabe que la infusión de QUIN ocasiona niveles incrementados de proteínas 

oxidadas a tiempos tempranos (3 h) (Maldonado et al., 2010) y con base en los 

resultados de este trabajo se observa que a un tiempo mayor (6 h) estos niveles no 

vuelven a los basales. Esto pone de manifiesto el gran estrés al que está sujeto el 

tejido y que éste permanece por largo tiempo. El tratamiento con CUR previene el 

incremento en los niveles de proteínas oxidadas. Esto implica que la CUR podría 
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prevenir la serie de eventos pro-oxidantes que se generan tras la infusión intraestriatal 

con QUIN, y por tanto la neurodegeneración.  

 

En este hecho es de resaltar que el QUIN promueve la rápida neurodegeneración 

(Figura 2) y que ésta es sostenida en el tiempo (Figura 3), lo cual implicaría que todos 

los efectos del QUIN ocurran a tiempos tempranos y que estos ocasionen la 

degeneración neuronal. También es importante hacer notar que el tratamiento con 

CUR previene significativamente la neurodegeneración inducida por el QUIN, sobre 

todo transcurridos 3 días de la lesión intratestriatal.  

 

Con base en los resultados de la localización subcelular se observa que en 

condiciones normales el factor Nrf2 se encuentra presente, tanto dentro como fuera 

del núcleo, observándose una dinámica balanceada de su forma activa/inactiva. Pero 

tras el reto excitotóxico, disminuyen considerablemente los niveles de Nrf2, tal 

pareciera que el QUIN induce la degradación de Nrf2 e impide su internalización al 

núcleo; o bien, promueve su salida. Este hecho es de relevante importancia, ya que 

se esperaría que ante un estado oxidante como el inducido por QUIN, la célula 

encienda la maquinaria de transcripción de proteínas antioxidantes para contrarrestar 

el daño, lo que pone de manifiesto el potencial daño a la transcripción de genes por el 

QUIN. Además de que esto nos brinda un acercamiento a lo que podría ocurrir en las 

enfermedades neurodegenerativas, sobre todo que el daño oxidante no pueda ser 

contrarrestado. Pero lo que es un hecho es que ante este estimulo la transcripción 

inducible de genes citoprotectores no responde eficientemente. Por otro lado, el 

tratamiento solo con CUR ocasiona que se incremente la forma activa del Nrf2 que, 

eventualmente, propiciará en la célula un ambiente antioxidante. El tratamiento con 

CUR previo al reto excitotóxico previene la disminución de la forma activa del Nrf2 

que se observa en el tratamiento solo con el QUIN, esto podría deberse a que el 

QUIN por un lado ocasiona su inactivación, mientras que por el otro lado la CUR 
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promueve su forma activa, resultando en un balance de ambos procesos y haciendo 

que los niveles de Nrf2 se observen similares a los basales.  

 

Estos resultados son consistentes con los presentados por Yang et al. (2009) quienes 

mostraron en un modelo de isquemia, que la CUR es capaz de inducir la forma activa 

del Nrf2 sobre todo a altas dosis (100 mg/kg; ip).  

 

El hecho de que la CUR pueda actuar como un antioxidante indirecto, por su 

capacidad de inducir al factor de transcripción Nrf2, le brinda particular importancia ya 

que los antioxidantes finales son las proteínas citoprotectoras. Estos actúan 

catalíticamente, no se consumen, poseen una vida media relativamente alta y 

catalizan una amplia variedad de reacciones químicas que invariablemente conducen 

a la destoxificación de oxidantes y electrófilos (Gao et al, 2001) y esta capacidad en 

un modelo de neurodegeneración es de suma importancia, ya que no todas las 

terapias neuroprotectoras tienen la eficiencia requerida (Moosmann y Behl, 2002); 

además de que el cerebro es característicamente susceptible al daño oxidante y 

posee una baja proporción de Nrf2 (Fatokun et al., 2008; Moi et al., 1994). 

 

El Nrf2 se une al ARE para activar la transcripción de proteínas necesarias para el 

mantenimiento y la respuesta del sistema de defensa celular, como son enzimas 

destoxificantes, proteínas relacionadas con el glutatión, proteínas antioxidantes, 

enzimas productoras de NADPH y anti-inflamatorias (Lee et al., 2003). En otros 

modelos, se ha visto que la CUR tiene la capacidad de activar al factor de 

transcripción Nrf2 y que, a través de una vía dependiente de ARE, induce la 

transcripción de proteínas antioxidantes tales como hemo oxigenasa-1 (Balogun et al., 

2003) y glutatión-S-transferasa (Nishinaka et al., 2007), entre otras. Son necesarios 

estudios posteriores para determinar en este modelo cuáles son las principales 

proteínas que se inducen tras la activación del factor de transcripción Nrf2.  
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Por último, la CUR tiene la capacidad de inducir enzimas citoprotectoras y que esta 

capacidad está estrechamente relacionada con la presencia de los grupos hidroxilo en 

posición orto de los anillos aromáticos y la funcionalidad β-dicetona de dicho 

compuesto (Dinkova-Kostova y Talalay, 1999). Esta característica química particular 

de la CUR podría estar relacionada con su capacidad de inducir al factor de 

transcripción Nrf2 a través de la interacción con Keap1; ya que como se comento 

anteriormente, Keap1 presenta algunos residuos de Cys que cuando son modificados 

ocasionan la liberación de Nrf2. Con base en lo anterior se podría esperar que la CUR 

pueda interaccionar con los residuos de Cys de Keap1 a través de los grupos 

hidroxilo de los anillos aromáticos, para ocasionar un cambio conformacional y liberar 

a Nrf2 para que sea traslocado al núcleo, tal y como se ha observado con otros 

inductores de Nrf2, como el sulforafano (Hu et al., 2011). Son necesarios estudios 

posteriores para esclarecer el mecanismo de acción de CUR a través de Nrf2. 
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IX. CONCLUSIONES 

1. El QUIN incrementa la neurodegeneración y promueve la inactivación del factor de 

transcripción Nrf2. 

2. La CUR es capaz de prevenir las alteraciones conductuales e histológicas, así 

como la neurodegeneración y el daño oxidante a las proteínas debido a su capacidad 

de inducir al factor de transcripción Nrf2. 

 

 

 

 

 

 

X. PERSPECTIVAS 

1. Determinar cuáles son las principales proteínas que se transcriben en respuesta a 

Nrf2 y que son responsables del efecto protector. 

2. Determinar el mecanismo por el que la CUR para induce al factor de transcripción 

Nrf2. 
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