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Resumen

INTRODUCCION. La curcumina (diferuloilmetano), es uno de los compuestos con
mayor actividad biologica presente en la circuma (Curcuma longa L.); se ha descrito
que posee actividad antioxidante tanto directa como indirectamente, asi como
actividad antiinflamatoria en modelos celulares y animales. Por otro lado, se sabe
que la sobredosis de acetaminofén, analgésico y antipirético mas usado a nivel
mundial, induce hepatotoxicidad por un exceso en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y por dafio a nivel mitocondrial. JUSTIFICACION. El
acetaminofén es un farmaco muy usado y es la principal causa de dafio hepatico en
diversos paises, conocer a fondo su mecanismo de toxicidad a nivel mitocondrial se
convierte en algo esencial. Por otro lado, se ha estudiado el efecto protector de la
curcumina en diferentes modelos de toxicidad. Sin embargo se desconoce si la
actividad biolégica de la curcumina previene o atenta la inflamacion y
hepatotoxicidad, asi como la disfuncién mitocondrial producida por acetaminofén en
ratones. HIPOTESIS. El acetaminofén causara disfuncion mitocondrial a nivel
respiratorio; asi mismo, si el antioxidante curcumina es capaz de reducir
directamente las especies reactivas de oxigeno, de inducir la transcripcion de
enzimas citoprotectoras y de reducir la inflamacion en tejidos, entonces sera capaz
de prevenir o atenuar la disfuncion hepatica, los dafios histolégicos y las
alteraciones mitocondriales producidas por acetaminofén. OBJETIVOS.
Caracterizar la respiracion mitocondrial en el presente modelo con sobredosis de
acetaminofén; evaluar si la curcumina ejerce efecto hepatoprotector en el modelo,
a nivel histologico, funcional y mitocondrial. METODOLOGIA. Los ratones se
trataron con una dosis Unica e intraperitoneal de acetaminofén (350 mg/kg de peso
corporal) para inducir hepatotoxicidad. La proteccion se prob6 dando a los ratones
curcumina (100 mg/kg de peso corporal) de forma oral 90 min antes de la
administracion del farmaco; se anexaron también grupo control y grupo con una
dosis Unica de curcumina. Los ratones se sacrificaron 14 h después de la dltima
administracion para posteriormente analizar la funcion hepética, las caracteristicas
histologicas, la respiracion y los parametros de respiracion mitocondria.

RESULTADOS. EIl tratamiento con curcumina atenud la disfuncién hepatica



(disminuy® los niveles de alanina aminotransferasa y de aspartato aminotransferasa
en plasma sanguineo), el dafio histoldégico (disminuyo el area de inflamacion en
zonas porta, porcentaje de células necréticas y aumento la fraccion de células en
regeneracion), la disfuncion respiratoria (marc6 tendencias de recuperacion en los
estados 3 y 4 de respiracion y en el indice de control respiratorio) y la disminucién
del valor ADP/O (regresé este parametro a valores similares al grupo control).
CONCLUSIONES. La toma unica de curcumina antes de la sobredosis con
acetaminofén fue capaz de disminuir el dafio hepatico; mostrando ademas
proteccion importante a nivel mitocondrial. Los resultados sugieren que el complejo
| de la cadena de transporte de electrones es dafiado en la mitocondria,
probablemente de una manera irreversible, y la curcumina no es capaz de atenuar
esto de manera significativa. PERSPECTIVAS. Para poder ampliar la vision de
como afecta este farmaco a la mitocondria y principalmente en donde es capaz la
curcumina de proteger contra el dafio producido dentro de este modelo es necesario
realizar Una caracterizacion de la actividad enzimatica de todos los complejos, un
analisis de la produccion de ATP, un monitoreo de la fuga de protones y un estudio
completo de la presencia y generacion de especies reactivas de oxigeno en fracciéon

mitocondrial y en homogeneizado de tejido.



Abreviaciones

ADP Adenosina difosfato

ALT Alanina aminotransferasa

APAP Acetaminofén

ARE Elementos de respuesta antioxidante

ASB Albumina sérica bovina

ASB* Albumina sérica bovina libre de acidos grasos
AST Aspartato aminotransferasa

ATP Adenosina trifosfato

CAT Catalasa

Cit Citocromo

CMC Carboximetilcelulosa

CR Coeficiente respiratorio

CTE Cadena de transporte de electrones

e- Electron/Electrones

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EEM Error estdndar de la media

ERO Especies reactivas de oxigeno

FAD Flavin adenin dinucleétido

FCCP Carbonil cianida-4-(trifluorometoxy)fenilhidrazona
FMN Mononucleoétido de flavina

FPM Fuerza proton motriz

G6PDH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GCL Glutamato cisteina ligasa

GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GST Glutation S-transferasa

HEPES Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-pireracinil-etanosulfonico
HO-1 Hemo oxigenasa-1

ip Intraperitoneal




KCI Cloruro de potasio

KH2PO4 Fosfato de potasio monobasico

MEM Membrana externa mitocondrial

MgCl2 Cloruro de magnesio

MIM Membrana interna mitocondrial

NADH Nicotinamida adenin dinucleétido

NAPQI N-acetil-p-benzoquinonemina

NF- kB Factor nuclear kappa de células B

NQO1 NAD(P)H: quinona oxidorreductasa

Nrf2 Factor Nuclear (derivado de eritroide-2)- 2
02 Oxigeno molecular

Pi Fosfato inorganico

PrXx Peroxirredoxina

‘QH Semiquinona

Q Ubiquinona

SOD Superoxido dismutasa

SSi Solucion salina isotonica

Trx Tiorredoxina

TrxR Tiorredoxina reductasa

- Multiplicador por la aceleracién gravitacional terrestre (9.81

m/s*s)




1. Antecedentes

1.1 Cdrcumay curcumina

La Curcuma longa L. es una planta de origen asiatico que pertenece a la familia
Zingiberaceas, cuyo rizoma color naranja se utiliza como una especia debido a sus
propiedades organolépticas; como compuesto para la medicina tradicional por sus
propiedades terapeuticas y como colorante textil y alimenticio (Goel et al., 2008).
Entre los componentes del extracto de este rizoma estan: carbohidratos (4.7-8.2%),
aceites esenciales (2.4-4.0%), acidos grasos (1.7-3.3%), curcuminoides (curcumina,
demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina) cuyo contenido aproximado es de un
2.5%, aunque puede rondar entre 2.5-5.0% del peso seco, y otros polipéptidos como

la turmerina (0.1 % del extracto seco) (Srinivas et al., 1992).

La curcumina es el fitoquimico que da un color amarillo a la curcuma y se ha
reconocido como el responsable de la mayoria de los efectos terapéuticos de la
curcuma, se aislo de la curcuma por primera vez en 1815, y la estructura se delined
en 1910 como diferuloilmetano (Figura 1). La curcumina es de naturaleza hidrofoba
por lo que es soluble en dimetilsulféxido, acetona, etanol y aceites. Tiene una

absorcion de luz maxima en alrededor de 420 nm (Aggarwal et al., 2007).

1.1.1 Analogos de la curcumina

La curcuma contiene tres diferentes curcuminoides: diferuloilmetano, también
llamada curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina (Figura 1); las tres
tienen la capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno (ERO) en sistemas in
vitro (Aggarwal et al., 2007) y se les han atribuido propiedades terapéuticas. No esta
bien definido si las tres moléculas exhiben igual actividad de atrapamiento, aunque
en la mayoria de los informes se describié a la curcumina como la mas potente
(Sreejayan y Rao, 1996, Syu et al., 1998) También se ha sugerido que la mezcla de
los tres tiene actividad sinérgica con respecto a cada uno solo (Sreejayan y Rao,
1997).



Figura 1. Principales compuestos de la curcuma con propiedades terapéuticas: a)

diferuloilmetano o curcumina, b) demetoxicurcumina, c) bisdemetoxicurcumina.

1.1.2 Usos comunes de la curcumina

La curcuma se ha utilizado por mucho tiempo en la medicina tradicional asiatica, su
uso se recomienda para el tratamiento de varios padecimientos comunes como
dolor de estomago, heridas en la piel, inflamacién, ulceras, artritis, infecciones y
disenteria (Goel et al., 2009). Se han descrito diversas actividades biolégicas de la
curcuma y se le atribuyen caracteristicas de antiparasitario (Reddy et al., 2005),
fungicida (Kim et al., 2003), antiproliferativo (Kuttan et al., 1985), entre otros mas.
Si bien se le atribuyen varios efectos benéficos, sus efectos como anti-inflamatorio

y antioxidante son los mas estudiados.

Se ha demostrado recientemente que la curcuma, particularmente la curcumina,
exhibe potentes actividades anti-inflamatorias tal como se observa en una amplia
variedad de modelos (Shehzad y Lee, 2013; Heeba et al., 2012; Menon y Sudheer,
2007), principalmente inhibiendo la translocacion al nucleo del factor nuclear NF-kB,
lo que impide la respuesta inflamatoria celular (Figura 2). Se ha descrito también
que la curcumina protege contra sustancias quimicas que producen dafo y muerte
celular, principalmente por sus propiedades antioxidantes (Reyes et al., 2012;
Molina-Jijon et al., 2011).

La curcumina también exhibe una potente actividad antioxidante, se ha demostrado
que por su estructura quimica y alto grado de insaturaciones (Figura 1) tiene la

capacidad de atrapar ERO directamente; ademas es capaz inducir mecanismos
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indirectos para la produccion de enzimas antioxidantes y el restablecimiento del
equilibrio oxidante, principalmente por la translocacién al nucleo del factor nuclear
NrF2 (Carmona-Ramirez et al., 2013; Tapia et al.,, 2012). Por lo tanto, no es
sorprendente el uso de la curcumina en la medicina tradicional asiatica contra una

gran variedad de enfermedades.

1.2 Estrés oxidante

De manera normal, en la célula existe un equilibrio entre la produccién de ERO vy la
neutralizacion de éstas por sistemas celulares 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 produccion de ERO, a
una disminucion en los sistemas antioxidantes y de respuesta, o a una combinacién
de ambos factores; a cualquiera de estas condiciones se le llama estrés oxidante.
El estrés oxidante se origina en situaciones fisiologicas anormales y se relaciona
con una gran variedad de enfermedades como cancer, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades hepaticas, disfuncion renal, etc. (Konigsberg,
2008).

1.2.1 Curcumina como protector del estrés oxidante

Se ha demostrado que la curcumina puede aumentar la expresién de enzimas
antioxidantes como son la glutation S-transferasa (GST), la glutation reductasa (GR)
y la NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (NQO1), entre otras, que ayudan a
desintoxicar xenobioticos y a restaurar el balance redox, (Igbal et al., 2003); todas
ellas reguladas por el factor de transcripcion Nrf2. El factor de transcripcion Nrf2
desempena un papel fundamental en la activacion de genes relacionados con
elementos de respuesta antioxidantes (ARE por sus siglas en inglés), esta
normalmente secuestrado en el citosol como un complejo inactivo con su supresor
Keap-1. El estrés oxidante o la presencia de algunos compuestos naturales, inducen
la disociacion del factor Nrf2 de Keap-1 y la translocacién de Nrf2 al nucleo, donde
junto con la proteina Maf se une a la region promotora de ARE (Figura 2), activando
los genes de respuesta antioxidante (Tapia et al., 2012). El factor de transcripcion

Nrf2 en el nucleo esta asociado con una gran cantidad de proteinas capaces de
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disminuir el estrés oxidante, algunas de las cuales se presentan en la Tabla 1 junto
con lareaccion que llevan a cabo. Se ha descrito también que la curcumina es capaz
de ejercer proteccion a nivel mitocondrial en modelos de dafio renal (Molina-Jijon et
al., 2011) y cardiaco (Gonzalez-Salazar et al., 2011).

@@b QFxB[IkB \

<—— (Curcumina —|

IkB

-4 [Estrés Oxidante ——»
ROS

Citoplasma @ T

Nrf2 @N

s ¢

NFkB Activacién transcripcional

-— Electréfilos

Regién promotora de ARE

i |

Nucleo Proteinas antioxidantes y
destoxificantes

L ¢

Proteccidn celular Respuesta Inflamatoria

Mediadores de la inflamacion

Figura 2. Representaciéon esquematica de la activacion Nrf2 y NF-kB por ROS, electrofilos
y estrés. La curcumina induce la separacion de Nrf2 con Keap-1 induciendo la regién ARE;
a su vez, puede inhibir la separacion de NF-kB con IkB para detener la respuesta
inflamatoria. Existe evidencia de que las vias de Nrf2 y NF-kB ejercen influencia inhibidora

mutua el uno del otro, sin embargo no se conoce a fondo el mecanismo (Kim y Vaziri, 2010).

Tabla 1. Enzimas antioxidantes dependientes del factor de transcripcion Nrf2 y su funcién.

Proteina Funcién protectora

Glutatién S-transferasa (GST) Conjuga electrofilos y reduce oxidantes vy
peroxidos.

RX + GSH - RSG + HX

y-Glutamato cisteina ligasa (yGCL) | Cataliza la reaccion limitante de la sintesis de
GSH.

Glu + Cis + ATP > y-Glutamil-Cis + ADP + Pi




Glutation reductasa (GR)

Regenera GSH a partir de GSSG.
GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP*

Tiorredoxina reductasa (TrxR)

Regenera tiorredoxina (Trx) reducida.
Trx-S; + NADPH + H* - Trx-(SH), + NADP*

NADPH quinona oxidorreductasa
(NQO1)

Previene el ciclo redox de las quinonas, disminuye
el nivel de las quinonas electrofilicas, mantiene a
la coenzima Q en su forma reducida.

Quinona + NADPH + H* - Hidroquinona + NADP*

Hemo oxigenasa-1 (HO-1).

Nota: la HO-1 cataliza la reaccién
(1) y la biliverdina reductasa
cataliza la reaccion (2)

Genera antioxidantes (bilirrubina y mondxido de
carbono).

(1) Hemo + O, + NADPH + H* > mondxido de
carbono + Biliverdina + NADP* + Fe?*

(2) Biliverdina + NADPH + H* - Bilirrubina +
NADP*

Glutation peroxidasa (GPx)

Descompone peroéxidos.
ROOH+2GSH - ROH+ GSSG
H,O;, + 2GSH - GSSG + 2H,0

Catalasa (CAT)

Descompone H20s.
H>O5 + HO5 2 2H,0 + O,

Peroxirredoxina (Prx)

Descompone H20s.
H,O; + Prx-(SH), > 2H,0 + Prx-S;

Superoéxido dismutasa (SOD)

Convierte superoxido en H20».
O + 02" +2H* > H,0, + O

Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH)

Genera NADPH.
Glucosa 6 fosfato + NADP* - 6 fosfogluconato-o-
lactona + NADPH + H*

6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD)

Genera NADPH.
6 fosfogluconato + NADP* = D-ribulosa 5 fosfato
+ NADPH + H*

Tiorredoxina (Trx)

Reduce diversos compuestos.
Trx-(SH), + proteina-S; 2> Trx-S; + proteina-(SH).

Si bien existen varios estudios que demuestran las propiedades ya mencionadas de

la curcumina, el numero de trabajos para examinar su habilidad protectora contra

dafio provocado por farmacos con efectos toxicos es bastante limitado. Algunos

farmacos producen como efecto secundario estrés oxidante y dafo a tejidos

especificos, principalmente rifnones e higado por su funcién fisioldgica.

1.3 Higado

El higado es el 6rgano glandular mas grande del cuerpo, es un érgano intra-toracico,

situado detras de las costillas y cartilagos costales, separado de la cavidad pleural

y de los pulmones por el diafragma. Esta localizado en el cuadrante superior de la

cavidad abdominal y se proyecta a través de la linea media hacia el cuadrante
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superior izquierdo (Villalobos, 1993). En recién nacidos representa el 5%, y en el
adulto el 2.5% del peso corporal, en este ultimo aproximadamente entre 1.4-1.6 kg

en el hombre y 1.2-1.4 kg en la mujer.

1.3.1 Estructura hepatica

El higado tiene cuatro lobulos: el I6bulo derecho, el I6bulo izquierdo, el I6bulo
cuadrado y el caudado. Estos I6bulos se encuentran limitados por una capa delgada
de tejido conjuntivo denominada capsula de Glisson (Villalobos, 1993).
Microscopicamente esta constituido por diversas poblaciones celulares. Las
principales y mas abundantes células (60% por numero y 80% por volumen) son
llamadas hepatocitos (Sasse, 1986). Los hepatocitos forman laminas hepaticas o
redes trabeculadas que sélo tienen una o dos células de espesor (Rohr et al., 1976).
Las laminas hepaticas estan dispuestas en unidades funcionales denominadas
lobulillos hepaticos, estdan separadas entre si por grandes espacios capilares
denominados sinusoides. Los sinusoides poseen poros relativamente grandes,
denominados fenestras, que permiten el paso de algunas proteinas plasmaticas;
estos poros permiten también el contacto intimo entre los hepatocitos y el contenido
de la sangre (Braet et al., 1995). Los hepatocitos se observan con facilidad al
realizar una tincion con hematoxilina-eosina, por la cual se puede observar la
estructura y tamafno del nucleo, la forma y tonalidad del citoplasma, el estado
general de los hepatocitos, entre muchas otras cosas (Hardison, 1993).

Entre las otras células que conforman al higado estan: 1) Las células endoteliales,
con fenestraciones de 100-200 nm, que forman la pared de las venas y las arterias
que recorren al higado (Braet et al., 1995); 2) Las células de Kupffer, son
macrofagos que se encuentran en el area periportal, las cuales se unen al lumen de
la red sinusoidal para formar parte del sistema reticuloendotelial; poseen actividad
enddgena de peroxidasa, secretan metabolitos del acido araquidonico y tienen
receptores especificos de membrana para insulina, glucagon y lipoproteinas, 3) Las
células perisinusoidales (células Ito, lipocitos o almacenadores de lipidos), estas se
localizan en el espacio de Disse rodeando a las células endoteliales sinusoidales y

poseen una gran actividad contractil debido a sus filamentos de actina y miosina



(Braet et al., 1995), estas células contienen gran cantidad de vitamina A
almacenada, sintetizan diferentes proteinas del tejido conectivo y secretan
diferentes factores de crecimiento (Kawada et al., 1993).

Las multiples y diversas funciones del higado son proporcionadas por todos los tipos
de células ya mencionados, ya sea individualmente o en cooperacion; la alteracion
en alguna de las tres puede dar lugar a una disfuncién hepatica (Sasse, 1986).
Normalmente, en la sangre, se encuentran pequefas cantidades de alanina
aminotransferasa (ALT), pero cuando el higado sufre un dafio (por sustancias
téxicas, farmacos, infecciones, etc) o enfermedad (cirrosis, obstrucciones, etc), se
libera una mayor cantidad de ALT al torrente sanguineo debido al dafo en los
hepacitocitos; asi los niveles de ésta se incrementan. Dado que la ALT se altera
principalmente por condiciones hepaticas, ésta es un indicador muy confiable de la
disfuncién del higado. La cuantificacion de actividad de la ALT generalmente se
acompana de otros analisis de la funcién del higado como la actividad de aspartato
aminotransferasa (AST) para tener un analisis mas amplio. La AST se encuentra en
diversos 6rganos como el higado, el corazén, los musculos y los riflones. No es tan
especifica del higado como la ALT, pero en conjunto son marcadores idoneos de
dafio hepatico (Singh et al., 2013).

1.3.2 Citocromo P450

En 1964 se identifico la naturaleza hemoproteica de un pigmento que se encuentra
presente en los microsomas hepaticos de diferentes especies de mamiferos y que
tras ser reducido por NADPH es capaz de unirse al CO, mostrando un caracteristico
pico de absorbancia en el espectro UV a 450 nm (pico de Soret). Por este motivo a
esta hemoproteina se la denomino citocromo P-450 (Mulder et al., 2007).

Se encuentra ampliamente distribuido en animales, plantas y protistas (Katz et al.,
2007). Su actividad se relacion6 con el metabolismo de gran numero de
xenobidticos como drogas, pesticidas, procarcinégenos, anestésicos, solventes
organicos, etc., asi como de algunas sustancias endégenas como colesterol, acidos
biliares, esteroides, vitaminas liposolubles y acidos grasos. Se vio que presentaba

una amplia distribucion entre distintas especies, desde bacterias hasta mamiferos,



asi como dentro de un mismo organismo, estando presente en una gran variedad
de tejidos como riiidn, pulmon, piel, intestino, corteza adrenal, testiculos, placenta 'y
otros, aunque es particularmente activo en el higado (Leysen et al.,, 1988). En
organismos eucariotas se ha detectado practicamente en todas las membranas
subcelulares (Mannens et al., 1993), siendo la mitocondria, y principalmente el
reticulo endoplasmico las fuentes mas importantes (Prior et al., 1999). Los P450s,
asi como otras enzimas, también pueden activar profarmacos u otras sustancias
quimicas, pudiendo incluso dar lugar a productos reactivos que pudieran danar la
célula. Las enzimas del citocromo P450 son las que mas frecuentemente se
encuentran involucradas en el metabolismo de xenobidticos (Megens et al., 1994).
La desintoxicacion de algunos farmacos puede dar origen a moléculas reactivas de

alta toxicidad.

1.4 Acetaminofén

El acetaminofén (APAP), también conocido como paracetamol, es una amida
aromatica acetilada, que fue utilizada por primera vez en la medicina como
antipirético y analgésico cerca de 1880, entré al mercado en 1950 y ha sido uno de
los analgésicos principales en el hogar por mas de 30 afos (Toussaint et al., 2010).
El acetaminofén es aceptado como un tratamiento muy eficaz para el alivio del dolor
y la fiebre en adultos y menores de edad. Segun la nomenclatura de la IUPAC lleva
por nombre N-(-4-hidroxifenil)acetamida (Figura 3); es el compuesto activo principal
en la mayoria de medicamentos para el resfriado, la gripe y varios analgésicos
recetados de manera comun. La masa molecular del paracetamol es de 151.2 g/mol,
es medianamente soluble en agua y en aceites (Wehling, 2013). A dosis
recomendadas (40 mg/kg de peso corporal) es seguro, pero debido a su amplia
disponibilidad, las sobredosis deliberada o accidental son frecuentes en todo el
mundo. Dosis mayores a 70 mg/kg de peso corporal inducen dafio hepatico en
humanos, el cual se agrava cuando las personas ingieren el medicamento después

de un ayuno prolongado (Espinosa et al., 2006).
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Figura 3. Estructura quimica del acetaminofén.

1.4.1 Acetaminofén en modelos animales

Debido a su alto consumo, la reproduccion de dafo hepatico por APAP se ha
estudiado ampliamente en modelos animales. Se ha descrito que el modelo con
raton tienen mucha similitud al de humano en cuanto al mecanismo de toxicidad
generado por sobredosis de APAP, dosis de 250 a 500 mg/kg de peso corporal en
animales con ayuno de 10 h son suficientes para causar dano hepatico alto (McGill
et al., 2011).

1.4.2 Metabolismo del acetaminofén

En condiciones normales cerca del 90% del APAP se glucoroniza en el higado y
luego se elimina por via urinaria; del 10% restante, la mitad es excretada
directamente por los rifiones y la otra mitad es metabolizada por el citocromo P450,
donde se transforma en N-acetil-p-benzoquinonemina (NAPQI) (Quifidnez et al.,
2008). ElI NAPQI (Figura 4) es conjugado rapidamente con glutatién, formando
cisteina y mercaptano. Cuando las reservas de glutation disminuyen a un 70%, el

NAPQI comienza a acumularse produciendo dano hepatico (Bromer y Black, 2003).
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Figura 4. Estructura quimica del N-acetil-p-benzoquinonemina.



En estudios bioquimicos y ultraestructurales se ha demostrado que el NAPQI puede
causar cambios morfolégicos en las mitocondrias del higado (Placke et al., 1987;
Myers y Beierschmitt, 1988). Si bien se ha demostrado que hay dafio mitocondrial
con sobredosis de APAP, aun no esta totalmente caracterizado como afecta a la
respiracion de la mitocondria. Se ha descrito que en la hepatotoxicidad producida
por sobredosis de APAP las uniones de NAPQI con proteinas hepaticas son
frecuentes hacia las proteinas mitocondriales y que se produce estrés oxidante en
las mitocondrias de higado de raton (McGill et al., 2012).

1.5 Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos presentes en las células eucariontes, emplean el
oxigeno como aceptor final de electrones (e°) durante su proceso de respiracion, si
bien tienen muchas funciones bioldgicas en la célula, la mas importante de ellas es
la generacion de energia a través de la formacion de adenosina trifosfato (ATP),
molécula que es empleada como moneda energética en las vias metabdlicas de la
célula (Metzler, 2003). Las mitocondrias son esenciales también para la
homeostasis de Ca?*, participan en la regulacion del ciclo celular y en las vias de
senalizacion que controlan la respuesta celular ante estimulos externos, intervienen
en la regulacion de la apoptosis celular, entre otras funciones (McBride et al., 2006).
Por trabajar directamente con transportadores de e- y por realizar la reduccion del
oxigeno son capaces de generar ERO (Wallace et al., 2010).

La mitocondria cuenta con una membrana externa (MEM) y una membrana interna
(MIM), generando entre éstas dos el espacio intermembranal. La MIM se acomoda
de forma especial dentro de la mitocondria para formar crestas y aumentar asi la

longitud dela misma (Figura 5).
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Membrana externa (MEM)
Membrana intema (MIM}
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Matriz mitocondrial
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Figura 5. Representacion basica de la estructura de una mitocondria.

1.5.1 Fosforilacion oxidativa y cadena de transporte de electrones

En las etapas anteriores de la respiracion se generaron moléculas capaces de
transportar e como son nicotinamida adenin dinucleétido (NADH), nicotinamida
adenin dinucleodtido fosfato (NADPH), flavin adenin dinucleétido (FADH2); estas
moléculas transportan e hasta lo que se conoce como cadena de transporte de e-
(CTE). Los e- pasan a través de una serie de proteinas (también llamados
complejos) para finalmente ser transferidos al oxigeno generando agua, todo en
base al potencial redox de los complejos involucrados (Hansford et al., 2001). El
paso de los e- a través de la CTE genera energia en forma de fuerza protén motriz
(FPM) en el espacio intermembranal, dicha energia hace capaz a la ATP sintasa de
sintetizar ATP a partir de la unién de adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorganico
(Pi) (Saraste, 1999).

1.5.1.1 Componentes de la cadena de transporte de electrones

La CTE esta formada por cuatro complejos enzimaticos localizados en la MIM
(Saraste, 1999), todos ellos son capaces de unirse de distintas formas, junto con la
ATP sintasa, para formar los denominados supercomplejos (Dudkina et al., 2010).
La ATP sintasa también es conocida como el complejo V de la CTE, aunque

formalmente no participa en la transferencia de e- (Figura 6).
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Los cuatro complejos de la CTE (Figura 6) son: el complejo | (NADH deshidrogenasa
o NADH-UQ oxidoreductasa); el complejo Il (succinato deshidrogenasa), el
complejo Il (complejo bc1 o ubiquinona:citocromo ¢ oxidoreductasa) y el complejo

IV (citocromo c oxidasa) (Nelson y Cox, 2004).

1.5.1.1.1 Complejo | o NADH-ubiquinona oxidoreductasa
Es el complejo de mayor tamafio de la CTE, incluye un mononucleotido de flavina
(FMN) y al menos seis centros hierro-azufre. Este complejo tiene forma de L, con
uno de los brazos en la MIM y el otro extendido dentro de la matriz mitocondrial. En
el complejo | se catalizan dos procesos simultaneos que estan obligadamente
acoplados:
a) La transferencia exergdnica de un ién hidruro a la ubiquinona (Q) por el NADH y
de un protdn proveniente de la matriz, expresada por:
NADH + H" + Q - NAD* + QH2

b) La transferencia endergonica de 4 protones desde la matriz al espacio
intermembranal.
El complejo | es entonces una bomba de protones motivada por la energia de
transferencia de e-, los protones se mueven de la matriz mitocondrial hacia el
espacio intemembranal, el cual se carga positivamente.
El ubiquinol (QH2) difunde en la membrana mitocondrial interna y pasa del complejo
I al lll, los barbituricos y otros compuestos como la rotenona inhiben el transporte
de e- mediante el complejo | al bloquear la transferencia desde Fe-S hacia Q
(Krishnamoorthy y Hinkle, 1988). El complejo | es un importante generador de ERO
principalmente en la transferencia de e- a ubiquinona (Dudkina et al., 2010).
1.5.1.1.2 Complejo Il o succinato deshidrogenasa
Es un complejo proteico que pertenece al ciclo de Krebs y ademas participa en la
CTE por medio de la transferencia de e- proveniente del succinato y transportados
por FAD a la Q, para esta posteriormente transferir los e- al complejo 1l

Succinato + FAD + 2H* + 2e- - Fumarato + FADH:2
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Contiene FAD, varios centros Fe-S y un hemo tipo-b, el cual mantiene al complejo
anclado a la membrana. ElI complejo Il no transloca protones al espacio

intermembranal, por lo tanto solo alimenta de e- a la CTE (Metzler, 2003).

1.5.1.1.3 Complejo lll o ubiquinona: citocromo c oxidoreductasa
El complejo Il es un dimero de mondmeros idénticos, la interfase entre ambos
monomeros forma dos cavidades, cada una de ellas contiene un sitio de unién
diferente para QH2, cuyos intermediarios se mueven entre estas dos cavidades
protegidas. En este complejo se acopla la transferencia de e- del QH: al citocromo
c con la transferencia vectorial de protones de la matriz hacia el espacio
intermembranal. El paso de e-y protones a través del complejo 11l se puede describir
con la ecuacion neta para la reaccion redox del ciclo Q:

QH2 + 2 cit c1 (oxidado) + 2H*matriz) 2 Q + 2 cit ¢1 (reducido) + 4H*Fpm)
El ciclo adecua el intercambio de e- entre la Q (acarreadora de dos e-) y los
citocromos bses2, bses, C1 y € (acarreadores de un e-), y explica la estequiometria
medida de 4 protones translocados por par de e- que pasan a través del Complejo
[ll al citocromo c. La transferencia de e- de QH2 al citocromo ¢ mediada por el
complejo Ill, se lleva a cabo por una serie de reacciones denominada ciclo de Q, el
cual tiene como intermediario al semiquinona (-QH), que es capaz de generar gran
cantidad de ERO si existe una mala funcion del complejo lll.
El citocromo ¢ es una proteina soluble en el espacio intermembranal y esta anclada
a la MIM. Después de que su unico grupo hemo acepta un e- del complejo lll, el
citocromo ¢ se moviliza hacia el complejo IV para donar un e- a un centro binuclear
de cobre (Hatefi, 1985).
La antimicina A bloquea el flujo de e- del complejo Il al citocromo c, bloqueando la

continuidad del transporte de e- (Metzler, 2003).

1.5.1.1.4 Complejo IV o citocromo c oxidasa
La citocromo c oxidasa consta de 13 polipéptidos, que a su vez, conforman tres
subunidades, una de ellas cumple unicamente funciones estructurales, mientras

que las dos restantes contienen centros redox: citocromos a y as; iones Cu (Cua®*
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y Cup?*) y también iones Mg?* y Zn?* (Metzler, 2003). La citocromo c oxidasa acepta
cuatro e- del citocromo ¢ (2 por cada par de €), uno a la vez, los cuales emplea para
realizar la reduccion del Oz a H20.
4 Cit c(red) + 8H*Matriz) + O2 24 Cit cox) + 4H*Fpm) + 2H20

Los e- entran a través del centro Cua?*, pasan por citocromo a, después por el
citocromo a3 y por ultimo al centro Cub?* donde se lleva a cabo la reduccion del O2
(Metzler, 2003), dicha reaccidn requiere cuatro e- y cuatro H*, por lo que,
adicionalmente, cuatro H* son bombeados a través de la membrana interna en cada
ciclo catalitico (Hansford et al., 2001). Un mal desempefio de este complejo podria
producir reducciones incompletas del oxigeno formando ERO vy radicales libres,

disparando estrés oxidante en la célula.

1.5.1.2 ATP sintasa o FiFo-ATPasa

El gradiente de protones generado por la CTE es empleado para la sintesis de ATP
por medio de un complejo constituido por 16 subunidades las cuales conforman dos
componentes o factores mayoritarios, F1 y Fo. Este complejo se conoce como
ATPasa o ATP sintasa, cada nombre describe una actividad catalitica diferente
debido a que este complejo no sdlo sintetiza ATP, sino también lo puede hidrolizar,
dependiendo de la direccion que presente el flujo de protones y del estado
estructural de la CTE (Metzler, 2003). Dado que termodinamicamente la hidrélisis
del ATP se puede llevar a cabo por la ATP sintasa, la correcta estructura de la

mitocondria es fundamental para una buena produccién de energia.

La ATP sintasa ocupa 3 protones, que pasan a través de su subunidad C1o, para
realizar un giro de sus subunidades ay B (en la parte F1hay 3 ay 3 3) permitiendo
la sintesis de ATP, asi es como se acopla el transporte de e- con la fosforilacién
oxidativa (sintesis de ATP) utilizando la FPM acumulada en el espacio
intermembranal (Saraste, 1999).

Cuando las mitocondrias son sometidas a estrés, o pierden su funcionalidad, el
acoplamiento entre la CTE y la ATP sintasa se pierde, produciendo un consumo de
oxigeno sin la consecuente formacion de ATP, esto indica sin duda la pérdida de la

funcionalidad principal de la mitocondria.
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Matriz mitocondrial
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Figura 6. Representacion de la cadena de transporte de e- y la fosforilacién
oxidativa; se muestran los inhibidores de la respiracion, también se puede observar
que los complejos son méviles dentro de la MIM y que existen otras fuentes externas
de e-. Basado en Metzler (2003, pp 1020).

1.5.2 Capacidad respiratoria 'y desacoplamiento mitocondrial

Dependiendo de la necesidad energética de la célula la mitocondria regula la
produccion de ATP siendo proporcional al consumo de oxigeno, ADP y Pi; a la
relacion entre el consumo de oxigeno y la sintesis de ATP se le denomina
acoplamiento mitocondrial o ADP/O, la regulacién de la velocidad de la fosforilacion
oxidativa motivada por la concentracion de ADP se denomina indice de control
respiratorio (ICR) (Hansford et al., 2001). Monitoreando el consumo de oxigeno de
las mitocondrias aisladas se puede saber como responden éstas a la presencia de

sustratos como son succinato, malato-glutamato, malato-piruvato, ADP y Pi,
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inhibidores como el cianuro (complejo V), la rotenona (complejo 1), la antimicina A
(complejo Il1) y la oligomicina (Complejo V) o desacoplantes como son la carbonil

cianida-4-(trifluorometoxy)fenilhidrazona (FCCP).

Las variaciones registradas en la velocidad de consumo de oxigeno al agregar
alguna de las sustancias antes mencionadas, se conocen como estados de
respiracion mitocondrial. Se definieron los estados de respiracion mitocondrial en
base a un protocolo experimental de oximetria cerrada empleando mitocondrias
aisladas (Gnaiger, 2010). El estado 1 representa la respiracion mitocondrial basal,
tal estado se mide solo con la presencia de las mitocondrias aisladas y
generalmente Pi; el estado 2 representa la respiracion mitocondrial en presencia de
Pi y sustrato de oxidacion; el estado 3 es el estado que registra la mayor velocidad
de respiracion, es la respiracion mitocondrial en presencia de ADP, sustrato de
oxidacion y Pi; el estado 4 comienza generalmente cuando todo el ADP adicionado
ha sido fosforilado (algunas veces cuando se termina el sustrato de oxidacién)
provocando una disminucion en la velocidad de consumo de oxigeno debido a la
ausencia de algun sustrato. La relacién entre el estado 3 y el estado 4 se llama
indice de control respiratorio, este valor es adimensional y da una muy buena idea

de la integridad mitocondrial (Gonzalez-Calvar y Coirini, 2004).

F 3
Mitocondrias
l Succinato - Malato/glutamato

Concentracion de Oz en solucion

Edo. 4

-
-

tiempo

Figura 7. Evolucion de la concentracion de oxigeno en un estudio de oximetria

mitocondrial.
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Dada la importancia del APAP, por su alto consumo en el mundo y toxicidad
potencial, es importante evaluar las alteraciones mitocondriales producidas por los
metabolitos generados al consumirlo y asi ayudar a describir mejor los mecanismos
que las producen. Para entender el mecanismo del NAPQI cuando se fija a
proteinas de membrana mitocondrial durante la sobredosis de APAP es muy
importante evaluar las alteraciones en el coeficiente de respiracién mitocondrial, asi
como en el acoplamiento entre la cadena de transporte de e- y la fosforilacion
oxidativa. Tomando en cuenta que se genera estrés oxidante en mitocondrias
hepaticas por exceso de NAPQI es muy importante ademas evaluar si el tratamiento
antioxidante puede atenuar las alteraciones mitocondriales secundarias a la
sobredosis de APAP.

2. Planteamiento del problema

La curcumina es un compuesto que ha sido ampliamente estudiado y se le han
atribuido propiedades antioxidantes en diversos modelos in vivo e in vitro. Por otro
lado, se sabe que una sobredosis de acetaminofén produce estrés nitrante y
oxidante; aumenta marcadores de dafio hepatico como son ALT y AST; y produce
dafo a la membrana mitocondrial, sin embargo no se tiene caracterizada la
disfuncion mitocondrial a nivel respiratorio producida por APAP y se desconoce si
el consumo de una unica dosis de curcumina es capaz de prevenir el dafio hepatico

en raton asi como las alteraciones mitocondriales producidas por acetaminofén.

3. Hipotesis

La sobredosis de acetaminofén producira, principalmente por un aumento en las
ERO y por alteraciones estructurales a la mitocondria, una disfuncion en la
respiracion mitocondrial; sin embargo, dado que la curcumina es capaz de reducir
directamente el estrés oxidante e inducir la transcripcidn de enzimas antioxidantes,

esta sera capaz de prevenir los efectos dafinos de la sobredosis de acetaminofén.
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4. Objetivos

Evaluar si la ingesta de curcumina previene o disminuye la hepatotoxicidad
producida por una sobredosis de acetaminofén en raton.

Caracterizar la funcién respiratoria y el desacoplamiento en mitocondrias de higado
de ratones sometidos a una sobredosis de acetaminofén.

Determinar si el consumo de curcumina es capaz de prevenir o atenuar el dafo

mitocondrial producida por una sobredosis de acetaminofén.

5. Materiales y métodos

5.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA):
curcumina (C1389; LOT 079K1756), acetaminofén (A7085; LOT 099K0127V), D-
mannitol (M9647; LOT 070M0093V), succinato de sodio dibasico (S2378; LOT
055K0019), HEPES (H3375; LOT 32H5655), albumina sérica bovina (ASB) (A-6793;
LOT 42H0145), ADP (A2754), FCCP (C2920), rotenona (R8875), albumina sérica
bovina libre de acidos grasos (ASB*) (A8806), formalina al 10% (HT501128). De
Mallinckrodt (NY, EUA) se compraron el K2HPO4 (7088) y el KCI (6858). De EliTech
se compraron los estuches AST (ASSL 0410 AST/GOT; LOT 10-3166) y ALT (ALSL
0410 ALT/GOT; LOT 42H0145). La sacarosa (832-208; LOT M300KTTD) se compro
en CMS Chempure Brand (Canada). Para la cuantificacion de proteina se utilizo el
reactivo BIO-RAD Protein Assay (500-0006) de BIO-RAD Laboratories (CA, EUA).
El pentobarbital utilizado fue: Sedalphorte MR Reg Q-7503-003 (México). Los
demas reactivos y compuestos que se usaron fueron de alta pureza y se obtuvieron

comercialmente.

5.2 Animales

Se utilizaron ratones macho CD1 con un peso inicial de 35-40 g. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura, humedad e iluminacién
(ciclos de 12 h luz/oscuridad), se colocaron en cajas de acrilico y se les suministrd
una dieta estandar (Tekland Global Diets 2018S rodent diet; Harland Laboratories

Inc., Maddison, WI, EEUU) y agua purificada ad libitum. Todos los procedimientos
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que se llevaron a cabo en los ratones se apegaron a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio NOM-062-ZO0-1999 y para la
disposicion de los residuos bioldgicos se manejo la NOM-087-ECOL-1995. La
manipulacion de los animales se realiz6 siempre procurando minimizar el

sufrimiento de los mismos.

5.3 Modelo experimental

Se estudiaron 4 grupos (n=5/grupo):

1) Grupo control (CT), los ratones se trataron por via oral con carboximetilcelulosa
(CMC) al 0.05% (vehiculo de la curcumina) y 90 min después se inyecto
intraperitonealmente (ip) con solucidn salina isotonica (SSI), vehiculo del APAP.

2) Grupo tratado con curcumina (CUR), la curcumina se disolvio en CMC y se
administrd, con sonda intragastrica, una dosis de 100 mg/kg de peso corporal por
via oral seguida de una inyeccion ip de SSI 90 min después.

3) Grupo tratado con acetaminofén (APAP), se administr6 CMC oralmente y
después de 90 min se inyecto ip una dosis de 350 mg/kg de peso corporal de APAP
previamente diluido en SSI.

4) Grupo tratado con curcumina y acetaminofén (CUR+APAP), la curcumina se
disolvié en CMC y se administrd, con sonda intragastrica, una dosis 100 mg/kg de
peso corporal por via oral, 90 min después se inyecto ip una dosis de 350 mg/kg

de peso corporal de APAP previamente diluido en SSI.

Los animales se mantuvieron sin alimento 7 h antes de toda manipulacion y se
sacrificaron 14 h después de la ultima administracion.

Pasado este tiempo los animales se administraron con una dosis de pentobarbital
ip de 80 mg/kg de peso corporal para quedar completamente sedados. Una vez que
no daban respuesta motriz alguna se desangraron por el plexo al cortar la vena
axilar. La sangre se recibi6 directamente en tubos eppendorf de 1.5 mL con heparina
como anticoagulante, cuando se recolectdé suficiente sangre los animales se
sacrificaron por dislocacion cervical, el plasma se separé centrifugando los tubos 10

min a 5,000 x g y se almacend a 4°C hasta su analisis.
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5.4 Determinacién de disfuncién hepatica en plasma

El dano hepatico se evalud cuantificando, con estuches comerciales, la actividad
enzimatica de ALT y de AST en plasma.

Las dos reacciones se basan en un ensayo cinético espectrofotométrico en el que
se mide la desaparicion del NADH a 340 nm, la cual es directamente proporcional

a la actividad de las enzimas. Las reacciones son:

ALT
ALT
L — Alanina + 2 — Oxo — glutarato — Piruvato + L — Glutamato
LDH
Piruvato + NADH + H* — L — Lactato + NAD* + H,0
AST

AST
L — Aspartato + 2 — Oxo — glutarato — Oxaloacetato + L — Glutamato

MDH
Oxaloacetato + NADH + HY — L — Malato + NAD* + H,0

5.5 Evaluacion del dafio histolégico en hepatocitos

A partir del higado recién extraido se obtuvieron rebanadas transversales con un
grosor de cerca de 1 mm. Las rebanadas se colocaron rapidamente en formalina al
10% por 1 semana para fijar el tejido. El tejido ya fijado se lavé con alcohol y
posteriormente con xilol para ser después ser incluido en parafina, del bloque de
parafina se realizaron cortes de 4 ym de grosor, los cuales se adhirieron a
portaobjetos de vidrio. Después de desparafinar el portaobjetos se realizé una
tincion hematoxilina-eosina para luego fijar el tejido con resina.

La histologia se observé en la zona porta hepatica, cerca de las venas porta con un
diametro de entre 150 y 200 um, area en la cual se espera mas dafo debido a que
los hepatocitos en esta zona son los primeros en comenzar a metabolizar al APAP
y existe entonces mayor concentracion de NAPQI. Se determinaron como
marcadores de dano 4 parametros: a) el area de inflamacion visible, seleccionada
como las zonas con presencia de macrofagos y restos celulares, se informa como
porcentaje tomando un area total de 150,000 um? siempre con la vena porta en el
centro; b) el porcentaje de hepatocitos visualmente normales en un area de 50,000

um? siempre con la vena porta en el centro (esta area fue utilizada también para los
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dos parametros siguientes); c) el porcentaje de hepatocitos sin funciéon (con nucleo
condensado, con nucleo roto y con membrana fracturada); d) el porcentaje de
hepatocitos en regeneraciéon (hepatocitos binucleados, nucleos expandidos vy
nucleos con alguna etapa visual de mitosis). Para este analisis sélo se tomaron en

cuenta hepatocitos con nucleos claramente visibles.

5.6 Aislamiento de mitocondrias

El equipo y todos los amortiguadores utilizados en el aislamiento se mantuvieron
siempre a 4°C. Inmediatamente después de la dislocacién cervical de los animales,
se extrajeron los 4 I6bulos del higado y se colocaron en amortiguador de aislamiento
con la siguiente composicion: D-manitol 220 mM, sacarosa 75 mM, EDTA 1 mM,
HEPES 10 mM, ASB* 1 mg/mL a pH 7.2. Posteriormente el tejido se pesd, se cortd
finamente y se lavd en dos ocasiones con amortiguador de aislamiento fresco. Al
tejido se adiciond amortiguador de aislamiento en una proporciéon de 1:4,
posteriormente se homogeneizd en un Potter de vidrio (5 mL) por cerca de 20 s. El
homogeneizado se sometidé a una primera centrifugacién de 2,500 x g por 5 min
(Microfuga R, Beckman CA, rotor F241.5P 181/08) para sedimentar los restos
celulares. Se recuper6 el sobrenadante y éste se centrifugd a 12,000 x g por 15 min;
el botén café precipitado se resuspendié en 1 mL de amortiguador de aislamiento
para ser centrifugado de nuevo a 12,000 x g por 10 min, después de centrifugar se
tir6 por completo el sobrenadante y se adicionaron 50 yL de amortiguador de

aislamiento sin ASB* para evitar sobreestimacion de proteinas.

5.7 Cuantificacién de proteinas totales

La proteina se cuantificé en base a la técnica de Bradford (1976) adaptada a una
microplaca de 96 pozos, la mezcla final se incubd y agité por 15 min, y se leyo la
absorbancia a 595 nm (Biotek, Sinergy HT). La técnica se basa en el cambié de
coloracion del azul del Coomasie G-250 cuando éste se une a las proteinas
presentes absorbiendo a 595 nm, para esta cuantificacién es necesaria una curva

patrén que se realizé de 0 a 14 pg/mL con ASB. Las mitocondrias provenientes del
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ultimo paso del aislamiento se resuspendieron, se tomaron 5 L del resuspendido y

se realiz6 una dilucion 1:10 para cuantificar la proteina.

5.8 Cuantificacion del consumo de oxigeno

El monitoreo del consumo de oxigeno se realizd en un oximetro con electrodo tipo
Clark 782 modelo MT200 (Strathkelvin Instruments, ML, Escocia) a temperatura
constante de 30°C, con un volumen total de 100 pyL en la camara y con agitacion
constante. La camara se llen6 con amortiguador de respiracion con la siguiente
composicion: KCI 130 mM, MgClz 1 mM, KH2PO4 2 mM, HEPES 10 mM y EDTA 1
mM a pH 7.2. Después de cuantificar la proteina se colocé el volumen necesario
para tener 20 pyg de proteina total en la camara de respiracion (estado 1), se agrego
succinato a una concentracion final de 10 mM 6 malato (5 mM)/glutamato (10 mM)
en la camara (estado 2), se agregé ADP a una concentracion final de 115 pM en la
camara (estado 3), se esper6 a que el ADP presente fuera utilizado y la tasa de
respiracion regresara a estado basal (estado 4). El coeficiente de respiracion se
calcul6 dividiendo el estado 3 entre el estado 4 y la relacion ADP/O se calcul6
dividiendo los mol de ADP adicionados a la camara entre los mol de oxigeno

consumidos para la generacién de ATP a partir de ADP y Pi.

5.9 Analisis estadistico

Los datos se expresan como el promedio + error estandar de la media (EEM), se
realizaron analisis de varianza de una via para encontrar si habia diferencia
significativa entre los grupos, las diferencias entre cada grupo se determinaron
posteriormente con la prueba de Bonferroni, los valores se consideraron
significativamente diferentes con una p<0.05 (95% de confiabilidad). Para los

analisis estadisticos se utilizo el software Graph Pad Prism 5.

6. Resultados
6.1 Efecto de la curcuminay el APAP en el peso corporal y la masa del higado
Bajo estas condiciones experimentales no se observaron diferencias significativas

en el peso corporal de los ratones tras ser administrados con APAP, curcumina o
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ambas; asi mismo, la masa del tejido hepatico no fue diferente entre los grupos

tratados y el grupo control (Tabla 2).

6.2 La curcumina atenua el dafio hepatico producido por APAP en ratdn

El tratamiento con 350 mg/kg de peso corporal de APAP indujo dafio en el higado,
el cual se hizo evidente por el aumento en la actividad de ALT y de AST en plasma
sanguineo (Figura 8). Si bien la curcumina es capaz de disminuir el efecto producido
por APAP (p<0.05), se observa claramente que los marcadores estudiados no
regresan a valores similares a los del grupo CT. La administracion unica de
curcumina no produce cambios significativos en comparacion a los animales control
(Figura 8).

a) 2500- & b) 15001
2000 =
1000-
15004
=
=
1000+
500-
[l
0- 0-
CUR (100) - - + + - i + "
APAP (350) - + + - - + + -

Figura 8. Dafo hepatico después de 14 h de la administracién de APAP evaluado
en plasma sanguineo por la actividad enzimatica de (a) ALT y de (b) AST. Los
resultados se presentan como promedio+EEM, n= 5. *p<0.05% vs. CT, #p<0.05%
vs. APAP.

6.3 La curcumina atenua el dafio histolégico inducido por APAP
El APAP produce un alto numero de hepatocitos dafiados, esto a su vez induce la
llegada de macréfagos a la zona porta observandose inflamacion en el area, cuando

el animal tiene una administracion previa de curcumina se observa una menor
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presencia de macrofagos en esta zona (Figura 9); el porcentaje de area inflamada
cuando los animales son sometidos a una sobredosis de APAP es de 23.53+6.34,
la cual disminuye significativamente a 8.11+£2.67 cuando se da el tratamiento previo

con curcumina (Figura 10 (b)).

Figura 9. Efecto de la curcumina sobre las alteraciones histologicas inducidas por
APAP. Las imagenes son representativas de: a) grupo CT, b) grupo APAP, c¢) grupo
APAP+CUR y d) grupo CUR. Se observan zonas con muerte celular (+), células en

regeneracion (flechas) y zonas inflamadas con presencia de macrofagos y linfocitos

(*)-

En cuanto a la relacion entre hepatocitos sin dafo, dafiados y en regeneracion se
observa en la Figura 10 (a) como el APAP aumenta las células muertas hasta en un
28.33+8.55%, valor que se reduce considerablemente a 12.43+5.48% cuando se da
un tratamiento previo con curcumina. Es importante mencionar que si bien no hay

diferencia entre el valor de células en regeneracion del grupo CT y del grupo CUR,
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parece existir una tendencia a aumentar los hepatocitos en regeneracién con el sélo

consumo de curcumina.

3 Normales
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Figura 10. Observaciones histologicas. a) Relacion entre los hepatocitos en
regeneracion, dafiados y normales en un area de 50,000 um? observada con un
aumento 40x. b) Porcentaje de area inflamada en 150,000 um? a un aumento de
20x. Los resultados en b) se presentan como promediotEEM, n=5. *p<0.05% vs.

CT, #p<0.05% vs. APAP.

6.4 Efecto de la curcumina en los estados de respiracion 1y 2
Bajo estas condiciones experimentales no se observaron diferencias significativas
en los estados 1 y 2 de la respiracion mitocondrial para ninguno de los grupos

tratados (Tabla 2).

Tabla 2. Peso de animales e higado y valores experimentales de respiracion para

el estado 1y 2 de todos los grupos.

CT APAP APAP+CUR CUR
Peso ratdn (_g) 38.6+0.5 37.7+0.7 38.3+0.5 38.5+0.6
Peso higado (_g) 2.940.2 3.1620.1 2.8+0.2 2.9140.2
Succ. Mal/Glu | Succ. Mal/Glu Succ. Mal/Glu | Succ. Mal/Glu
Edo 1 15.841.9  16.4+1.5]16.8+1.9 15.8+1.5]15.2+1.3 17.2+1.9]14.2+1.5 15.5%1.4
Edo 2 25.212.3  21.4£1.9]132.8£3.0 23.61£2.4 | 27.9+2.1 24.0£1.9]26.5£1.5 22.6+2.2
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6.5 La curcumina previene los efectos del APAP en los estados respiratorios
3y4

El tratamiento con APAP indujo una disminucion significativa en el estado 3 de la
respiracion mitocondrial sélo cuando los sustratos fueron dirigidos al complejo |. Se
observa que cuando la CTE fue iniciada con succinato no existe diferencia
significativa entre ninguno de los grupos analizados, aunque esta presente una
ligera tendencia a disminuir con la administracion de APAP (Figura 11).

200- Malato/glutamato Succinato

ngAO/min*mg prot

Figura 11. Efecto de la curcumina en el estado 3, sustentando a la CTE con
succinato (complejo 1) y con malato glutamato (complejo 1). Los resultados se
presentan como promedio+EEM, n=5. *p<0.05% vs CT, #p<0.05% vs APAP.

Se produce un aumento en la velocidad de consumo de Oz en el estado 4 cuando
se utilizé succinato y cuando se utilizé malato/glutamato como fuente de e-. El

tratamiento con curcumina logra prevenir el aumento en este estado de respiracion
(Figura 12).
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Succinato

30- Malato/glutamato

ngAO/min*mg prot

Figura 12. Efecto de la curcumina en el estado 4, cuando la CTE se sustenté de e-
con succinato (complejo Il) y con malato glutamato (complejo ). Los resultados se
presentan como promedio+EEM, n=5. *p<0.05% vs CT, #p<0.05% vs APAP.

6.6 Efecto del APAP y lacurcumina en el coeficiente respiratorio mitocondrial
El coeficiente respiratorio se calculé dividiendo la respiracion en el estado 3 entre la
respiracion medida en el estado 4. El tratamiento con APAP produce una
disminucién del coeficiente respiratorio llegando a 2.21+£0.28 con malato/glutamato
y a 2.1520.29 con succinato, mientras los valores en el grupo CT fueron 3.62+0.77
y 3.98+0.41, respectivamente. Para higado, valores de CR de entre 3 a 5 se
reconocen como mitocondrias activas y sanas, valores cercanos o menores a 2 se
consideran como mitocondrias desacopladas (Martin, 2011). Se observa que el
tratamiento preventivo con curcumina es capaz de atenuar la disminucion producida
por APAP; sin embargo, la disminucion en el ICR mitocondrial es aun marcada en
el grupo CUR+APAP, existe diferencia significativa entre el grupo CT y el grupo
CUR+APAP cuando se utiliza succinato y cuando se adiciona malato/glutamato

como sustratos de oxidacion (Figura 13).
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Figura 13. indice de control respiratorio para los grupos estudiados, se calcularon
como respiracion en el estado 3/respiracion en el estado 4. a) Coeficiente
respiratorio con succinato, b) Coeficiente respiratorio con malato/glutamato. Los
resultados se presentan como promedio+tEEM, n=5. *p<0.05% vs CT, #p<0.05% vs
APAP, +p<0.05% vs CUR+APAP.

6.7 Determinacion del valor ADP/O

El valor ADP/O es la relacion entre el oxigeno consumido y el ADP adicionado a la
camara, éste ultimo siendo transformado a ATP. Es otro parametro para determinar
el estado mitocondrial, cuando las mitocondrias consumen mas Oz para convertir el
mismo ADP a ATP los valores ADP/O aumentan y se observa una disfuncion.
Cuando el succinato es utilizado como sustrato en la CTE se esperan valores
ADP/O maximos de 2, mientras que para el malato/glutamato el valor maximo es de
3 (Martin, 2011). Claramente la curcumina previene la disminucién de esta relaciéon
producida por APAP, sin embargo cuando se utiliza malato/glutamato el valor

ADP/O no alcanza a regresar a valores del grupo CT (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la curcumina y el APAP en el valor ADP/O en a) respiracion
con succinato y b) respiracion con malato/glutamato, este valor es calculado
dividiendo los mol de O2 consumido entre los de ADP utilizados en el estado 3. Los
resultados se presentan como promedio+EEM, n=5. *p<0.05% vs CT, #p<0.05% vs
APAP.

7. Discusion

En este estudio se encontré que el tratamiento con curcumina (100 mg/kg de peso
corporal) 90 min antes de una sobredosis con APAP (350 mg/kg de peso corporal)
es capaz de prevenir, en parte, el dafno hepatico producido por APAP, observado
por la actividad de las enzimas ALT y AST. La masa del animal y del tejido hepatico
no varid significativamente en ninguno de los grupos experimentales, aunque se
esperaba, no se observd una disminucion en la masa hepatica debido al dafo en
los hepatocitos. En la oximetria mitocondrial se observé que el APAP produce una
disminucién en la respiracion del estado 3 solo cuando las mitocondrias tienen como
sustratos al malato/glutamato, estos sustratos producen que la CTE comience en el
complejo |, el cual es mas propenso a perder actividad cuando la mitocondria se
afecta, principalmente por su gran tamafo lo que la hace mas fragil a agresiones
externas (McGill et al., 2012). Si bien se observa una tendencia a disminuir la
respiracion en el estado 3 con succinato, ésta no es significativa, por lo que es muy
probable que exista un dano importante en complejo | de la CTE ya sea por la

presencia de estrés oxidante y nitrante o probablemente por alguna interaccién
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directa del complejo | con el NAPQI. El tratamiento con curcumina previene el
cambio en la respiracion del estado 3, regresando los valores de respiracion del
grupo APAP+CUR a valores similares a los de grupo CT cuando los sustratos son
malato/glutamato (Figura 11). En cuanto al Estado 4, éste aumenta
significativamente en el grupo APAP tanto con succinato como con
malato/glutamato, debido posiblemente a que las membranas estan danadas lo que
implicaria: a) que la ATP sintasa, al no estar cerca de una CTE estructuralmente
adecuada, sea capaz termodinamicamente de hidrolizar el ATP produciendo ADP
lo que se refleja en un estado 3 continuo y por tanto un estado 4 mas elevado y b)
que el dano estructural produzca una fuga de protones aumentada dando lugar a
un consumo de oxigeno mayor para tratar de reponer el potencial perdido por los
protones fugados, dando lugar a un consumo de oxigeno mayor aun cuando el ADP
se ha consumido y por tanto un estado 4 mas alto (Figura 12). El tratamiento con
curcumina es capaz de prevenir los efectos ya mencionados producidos por la
sobredosis de APAP en el estado 4, si bien se nota que el promedio de los valores
de respiracion en el grupo CUR+APAP es mas alto que en el CT no se observa una
diferencia significativa contra el grupo CT (p<0.05). EIICR es un valor que relaciona
los dos estados, hasta ahora se ha visto que la curcumina es capaz de prevenir
significativamente el cambio en los estados 3 y 4 producido por una sobredosis de
APAP, sin embargo en la Figura 13 se observa que no hay una recuperacion
significativa en los valor de ICR con curcumina para la respiracidon con
malato/glutamato. ElI ICR es un valor universalmente aceptado para determinar
desacoplamiento mitocondrial debido a su alta sensibilidad, se observa que con
succinato, sustrato con el cual no habia cambios significativos en el estado 3 para
ningun grupo, el ICR del grupo APAP disminuye a casi la mitad del valor del grupo
CT tan solo con la variacion del estado 4. En la respiracion mitocondrial la curcumina
es capaz de prevenir en parte la variacion del ICR producida por APAP pero sin
poder llevarlo a valores basales. En el caso de malato/glutamato, si bien se nota
una tendencia del ICR a aumentar en el grupo CUR, no se encontraron diferencias
significativas entre el ICR de los grupos APAP y CUR+APAP (contrario a lo visto

con succinato); estos datos refuerzan la idea de que el NAPQI dana principalmente
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al complejo I. En cuanto al valor ADP/O, se nota que con ambos sustratos disminuye
significativamente con una sobredosis de APAP (Figura 14), cuando existe un dafo
estructural y se aumenta la fuga de protones es de esperarse que el consumo de
oxigeno aumente sin la subsecuente produccion de ATP, esto disminuye el valor
ADP/O; asi mismo, puede ser que el estrés oxidante producido por el NAPQI o
inclusive el NAPQI mismo estén dafnando ademas al complejo lll, el complejo IV y/o
al denominado complejo V, lo que produciria también una disminucion del valor
ADP/O.

Finalmente se observa que los datos del estudio histolégico son totalmente
compatibles con todos los valores bioquimicos y de respiracidn mencionados
anteriormente. La curcumina tiene una gran capacidad hepatoprotectora en este

modelo experimental.

8. Conclusiones

La toma unica de curcumina antes de la sobredosis con acetaminofén fue capaz de
disminuir el dafio hepatico y la posterior liberacion de transaminasas a la sangre; lo
que se asocio, junto con los valores de respiracion, a proteccion a nivel mitocondrial.
Los resultados sugieren que el complejo | de la CTE es dafiado en la mitocondria

por el NAPQ probablemente de una manera irreversible.

9. Perspectivas

Se ha descrito que el complejo | es dafiado por la presencia de NAPQI a nivel
mitocondrial, también se ha demostrado que es muy probable que la actividad de
los demas complejos esté comprometida por sobredosis de acetaminofén, por lo
que una caracterizacién de la actividad enzimatica de todos los complejos, un
monitoreo de la fuga de protones y un estudio completo de la presencia de ROS en
fraccion mitocondrial y en homogeneizado de tejido seran muy utiles para ampliar
la vision de como afecta este farmaco la mitocondria y en donde es capaz la

curcumina de proteger contra el dafio producido.
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