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RESUMEN

Los compuestos con cromo hexavalente [Cr(VI)], como el dicromato de potasio (K,Cr,0-),
han sido ampliamente reconocidos como carcin6genos, mutagenos y teratégenos en
humanos y animales. El mecanismo de toxicidad inducida por Cr(VI) involucra reacciones
redox que generan estrés oxidante. En higado, se ha descrito que el K,Cr,0O-, incrementa
los niveles de especies de oxigeno reactivas (ERO), dafiando lipidos, proteinas y
generando dafio tisular. Particularmente, las mitocondrias son susceptibles al dafio
inducido por K,Cr,0O, ya que la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll) ocurre principalmente dentro
de este organelo. Estos efectos téxicos pueden mitigarse con antioxidantes, como la
curcumina que actta atrapando radicales libres y/o induciendo la activacion de genes
citoprotectores, tanto in vitro como in vivo, por lo que se plantea que puede ser un buen
candidato de proteccién contra el dafio hepatico generado por K,Cr,O,. Ademas, debido
al potencial terapéutico de la curcumina es de interés conocer si este compuesto presenta
actividad hepatoprotectora contra la toxicidad inducida por Cr(VI).

Objetivo general: Evaluar el efecto hepatoprotector de la curcumina sobre el dafio
generado por K,Cr,0,. Objetivos particulares: En tejido hepatico de ratas tratadas con
K,Cr,07: 1) evaluar el efecto anti-hepatotoxico de la curcumina, 2) reconocer la proteccion
histologica de la curcumina, 3) analizar el efecto de la curcumina contra el dafio inducido
por el estrés oxidante, 4) determinar la actividad de enzimas antioxidantes. En
mitocondrias aisladas de tejido hepatico de ratas tratadas con K,Cr,O: 5) identificar el
efecto de la curcumina contra el dafio inducido por el estrés oxidante, 6) analizar la
actividad de enzimas antioxidantes, 7) determinar el efecto de la curcumina sobre la
funcion mitocondrial.

Métodos: En la estandarizacion del modelo de hepatotoxicidad generada por K,Cr,O- se
utilizaron ratas macho Wistar (150-200 g) y se siguieron tres esquemas de tratamiento
para identificar la dosis y la via de administracion mediante la cual el K,Cr,O; genera dafio
hepatico, ademas de identificar la dosis a la cual la curcumina atenda o evita este dafio.
También se evaluaron marcadores de dafio renal para comparar los resultados con datos
previamente descritos de nefrotoxicidad inducida por este contaminante como un control
interno. 1) Dosis Unica de K,Cr,O-, via subcutanea (s.c): las ratas recibieron 200 6 400
mg/Kg de curcumina por 10 dias via intragastrica (i.g.) y/o dosis Unica de 15 6 20 mg/Kg
de K,Cr,O; por via s.c. al décimo dia. Los animales se sacrificaron a las 48 horas.
2) Dosis repetidas de K,Cr,O;, via intraperitoneal (i.p.): las ratas se trataron con
curcumina a la dosis de 400 mg/Kg por via i.g. durante 10 dias y/o 10, 12.5, 15 6 17.5
mg/Kg de K,Cr,O- por via i.p. en los ultimos cinco dias. Los animales se sacrificaron a las
24 horas. 3) Dosis Unica de K,Cr,0-, via i.p.: las ratas recibieron 400 mg/Kg de curcumina
por via i.g. durante 10 dias y/o con 10, 12.5, 15 6 17.5 mg/Kg de K,Cr,0O; al décimo dia
por via i.p. Los animales se sacrificaron a las 24 horas.

Modelo experimental: Las ratas se trataron con 400 mg/Kg de curcumina por via i.g.
durante 10 dias y/o dosis Unica de 15 mg/Kg de K,Cr,O; por via i.p. en el dia nueve
(grupo 48 h) o diez (grupo 24 h). En el dia once se sacrificaron las ratas y se removio el
higado. También se removieron el cerebro, corazén, pulmén, rifibn, estbmago, intestino,
bazo y pancreas debido a que son érganos blanco de la toxicidad inducida por Cr(VI). En
plasma se evaluaron las actividades de las enzimas alanino aminotransferasa (ALT),
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aspartato aminotransferasa (ASP), lactato deshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina
(ALP) como indicadores de hepatotoxicidad. Ademas, se prepararon homogenados
hepaticos para evaluar marcadores de estrés oxidante y la actividad de enzimas
antioxidantes. Las muestras de los tejidos se fijaron en paraformaldehido para su analisis
histopatélogico e inmunohistoquimico. En el liquido ascitico se determinaron proteinas
totales y albumina. Por otra parte, se aislaron las mitocondrias hepaticas por
centrifugacion diferencial y se evalué la oxidaciébn de proteinas, lipoperoxidacion y
actividad de enzimas antioxidantes, el consumo de oxigeno, contenido de ATP, actividad
de los complejos mitocondriales I-V, potencial de membrana, retencion de Ca**, transicion
de la permeabilidad (MPT) y liberacién de citocromo c. En los demas érganos se realizo el
analisis histopatoldgico, la evaluacion de marcadores de estrés oxidante y la actividad de
enzimas antioxidantes Unicamente en los grupos expuestos al K,Cr,O- por 24 h.
Resultados: Estandarizacién del modelo de hepatotoxicidad: 1) Dosis s.c. Unica de
K,Cr,05: El K,Cr,0O; no generd dafio hepatico sino que ocasion6 nefrotoxicidad, la cual fue
atenuada por la coadministracién con curcumina. 2) Dosis i.p. repetidas de K,Cr,O: El
K,Cr,O; ocasion6 una elevada toxicidad. Ademas, el dafio hepético fue evidente, sin
embargo, el tratamiento con curcumina no lo disminuyd. También ocasion6 nefrotoxicidad
gue fue prevenida por la coadministracion de curcumina. 3) Dosis i.p.Unica de K,Cr,O: El
K,Cr,O; caus6 dafio hepatico que fue prevenido por la coadministracion con curcumina.
No indujo toxicidad renal.

Modelo de hepatotoxicidad: La administracion i.p. de 15 mg/Kg de K,Cr,O; caus6 dafio
hepatico que se hizo evidente por el aumento en la actividad plasmatica de ALT, AST,
LDH y ALP, las alteraciones estructurales, la ascitis, el dafio causado por el estrés
oxidante, la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes, la disminucion de la
respiracion mitocondrial y la actividad de enzimas mitocondriales y la induccion de la
MPT. El pretratamiento con 400 mg/Kg de curcumina protegié exitosamente contra la
hepatotoxicidad inducida por K,Cr,O,, previniendo los dafios asociados con el estrés
oxidante, evitando la disminucidbn en la actividad de enzimas antioxidantes en
homogenados de tejido y en mitocondrias aisladas inducidos por el K,Cr,O,. Asimismo, la
curcumina restauré la funcion mitocondrial, manteniendo la respiracién mitocondrial, el
contenido de ATP y la actividad de las enzimas mitocondriales, atenuando la
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial, modulando la retencién de Ca*,
disminuyendo el hinchamiento de la matriz evitando la ruptura de la membrana
mitocondrial externa y de esta manera la liberacion de citocromo c. La administracion de
una sola dosis de 15 mg/kg de K,Cr,O; por via i.p a las 24 h no caus6 dafio estructural,
estrés oxidante o algun efecto sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en cerebro,
corazén, pulmon, rifion, estdbmago, intestino, bazo y pancreas. El efecto protector de la
curcumina sobre el dafio hepético inducido por K,Cr,O sugiere que la complementacion
de la dieta con este antioxidante puede ser util para prevenir, disminuir o evitar el riesgo
de dafio hepatico en las poblaciones ocupacional o ambientalmente expuestas a este
agente contaminante.

Conclusion: El efecto protector de la curcumina contra la hepatotoxicidad inducida por
K,Cr,O; se asocié con la prevencion del estrés oxidante y la preservacion de la funcion
mitocondrial.
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ABSTRACT

Compounds with hexavalent chromium [Cr(VI)], as potassium dichromate (K,Cr,0O;), have
been widely recognized as carcinogenic, mutagenic and teratogenic in humans and
animals. The mechanism of toxicity of Cr(VI) involves redox reactions that induce oxidative
stress. In liver, it has been described that the K,Cr,O- increases levels of reactive oxygen
species (ROS) and induces damage to lipids and proteins generating tissue damage.
Particularly, mitochondria are susceptible to K,Cr,Os-induced damage, since the reduction
of Cr(VI) to Cr(lll) occurs mainly within these organelles. These toxic effects may be
mitigated with antioxidants, as curcumin that acts by scavenging free radicals and/or by
inducing the activation of cytoprotective genes both in vitro and in vivo, therefore it is
proposed that it may be a good candidate for protection against liver damage generated by
K.Cr,0;. Moreover, owing to the therapeutic potential of curcumin, it is interesting to know
whether this compound shows hepatoprotective activity against Cr(VI)-induced toxicity.
Objective: To evaluate the hepatoprotective effect of curcumin on the damage generated
by K,Cr,0. Specific objectives: In liver tissue of rats treated with K,Cr,O-: 1) to evaluate
the anti-hepatotoxic effect of curcumin, 2) to recognize the histological protection of
curcumin, 3) to analyze the effect of curcumin against damage induced by oxidative stress,
4) to determine the activity of antioxidant enzymes. In isolated mitochondria from liver
tissue of rats treated with K,Cr,O: 5) to identify the effect of curcumin against damage
induced by oxidative stress, 6) to analyze the activity of antioxidant enzymes, 7) to
determine the effect of curcumin on mitochondrial function.

Methods: In the standarization of the hepatotoxicity model generated by K,Cr,O; Wistar
male rats (150-200 g) were used and three treatment regimes were followed to identify the
dose and route of administration by which the K,Cr,O; generates liver damage plus
identify the dose at which curcumin attenuates or prevents this damage. Markers of kidney
damage were also evaluated to compare the results with previously reported data of
nephrotoxicity-induced for this pollutant as an internal control. 1) Single dose of K,Cr,0-,
subcutaneously (sc): rats received curcumin 200 or 400 mg/Kg for 10 days by gavage (ig)
and/or single dose of K,Cr,O; 15 or 20 mg/kg (sc) the tenth day. The animals were
sacrificed at 48 hours. 2) Repeated doses of K,Cr,O,, intraperitoneally (ip): rats were
treated with curcumin at a dose of 400 mg/Kg (ig) for 10 days and/or K,Cr,0O; 10, 12.5, 15
or 17.5 mg/kg (ip) in the last five days. Animals were sacrificed at 24 hours. 3) Single dose
of K,Cr,04, ip: rats received curcumin 400 mg/kg (ig) for 10 days and/or K,Cr,0O; 10, 12.5,
15 or 17.5 mg/Kg (ip) at the tenth day. Animals were sacrificed at 24 hours.

Experimental Model: Rats were treated with 400 mg/kg of curcumin (ig) for 10 days and/or
single dose of K,Cr,0; 15 mg/Kg (ip) on day nine (group 48 h) or ten (24 h group). On the
eleventh day the rats were sacrificed and the liver was removed. The brain, heart, lung,
kidney, stomach, intestine, spleen and pancreas were also removed because they are
target organ of Cr(VI)-induced toxicity. In plasma, the activity of the enzymes alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (ASP), lactate dehydrogenase (LDH)
and alkaline phosphatase (ALP) were evaluated as hepatotoxicity indicators. Furthermore,
liver homogenates were prepared to evaluate oxidative stress markers and the activity of
antioxidant enzymes. The tissue samples were fixed in paraformaldehyde for
histopathological and immunohistochemical analyses. In ascitic fluid, total protein and



albumin were determined. Moreover, the liver mitochondria were isolated by differential
centrifugation and protein oxidation, lipid peroxidation and activity of antioxidant enzymes,
oxygen consumption, ATP content, activities of mitochondrial complexes I-V, membrane
potential, retention of Ca?*, mitochondrial permeability transition (MPT) and cytochrome ¢
release. In other organs histopathological analysis was performed, the evaluation of
markers of oxidative stress and antioxidant enzyme activity was determined in groups
exposed only at K,Cr,O; for 24 h.

Results: Standardization of hepatotoxicity model: 1) Single sc dose of K,Cr,O;: K,Cr,O4
was unable to induce liver damage but it caused nephrotoxicity, which was attenuated by
coadministration with curcumin. 2) Repeated ip doses of K,Cr,O;: K,Cr,O; induced high
toxicity, including liver damage, which was not decreased by treatment with curcumin. In
contrast, nephrotoxicity was prevented by co-administration of curcumin. 3) Single ip dose
of K,Cr,0;: K,Cr,0O; caused liver damage and coadministration with curcumin induced a
protective effect. Renal toxicity was not observed.

Hepatotoxicity model: Administration of K,Cr,O; (15 mg/kg, ip) induced liver damage that
was evident by ascites, liver structural alterations, and by the increased plasma activity of
ALT, AST, LDH and ALP which was associated to oxidative stress, decrease in the activity
of antioxidant enzymes, impaired mitochondrial respiration, decreased activity of
mitochondrial enzymes, and induction of MPT. Pretreatment with 400 mg/kg of curcumin
successfully protected against K,Cr,O;-induced hepatotoxicity, preventing the damage
associated with oxidative stress, preventing the K,Cr,O- induced decrease in the activity of
antioxidant enzymes in tissue homogenates and in isolated mitochondria. In addition,
curcumin restored mitochondrial function, maintaining mitochondrial respiration and the
activity of mitochondrial enzymes and attenuating depolarization of mitochondrial
membrane potential by modulating the retention Ca?®*, decreasing the swelling of the
matrix while avoiding the rupture of the outer mitochondrial membrane and thereby the
release of cytochrome c. Administration of a single dose of K,Cr,O; (15 mg/kg, ip) to 24 h
did not cause structural damage, oxidative stress or an effect on the activity of antioxidant
enzymes in the brain, heart, lung, kidney, stomach, intestine, spleen and pancreas. The
protective effect of curcumin against K,Cr,O; induced hepatotoxicity suggest that the
supplementation of the diet with this antioxidant may be useful to reduce or avoid the risk
of liver damage in occupational or environmentally populations exposed to this pollutant.
Conclusion: The protective effect of curcumin against K,Cr,O--induced liver toxicity was
associated to the prevention of oxidative stress and to the preservation of mitochondrial
function.
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1. INTRODUCCION

Los contaminantes ambientales tienen un impacto negativo sobre los ecosistemas,
causan inestabilidad, desorden, dafio y/o malestar a los seres humanos y otros
organismos (Gulati et al,. 2010). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecio
que cada afio ocurren mas de 13 millones de muertes alrededor del mundo debido a
contaminantes ambientales y que aproximadamente el 24% de las enfermedades son
causadas por exposiciones ambientales que podrian evitarse a través de medidas
preventivas (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006).

Una estrategia que ha sido benéfica en la prevencion y atenuacion de alteraciones
bioguimicas inducidas por téxicos ambientales es el consumo de antioxidantes obtenidos
de la dieta (Hennig et al., 2004; Flora, 2009; Lobo et al., 2010). Entre estos, la curcumina
(una especia que se aisla de la planta Curcuma longa), es uno de los antioxidantes mas
estudiados y posee efectos protectores contra el dafio causado por el estrés oxidante
inducido por contaminantes ambientales como los metales pesados (Aggarwal et al.,
2007).

Los metales pesados son los toxicos conocidos mas antiguamente por el hombre
siendo las fuentes de exposicion ubicuas tanto en el campo laboral, el agua, los alimentos
o el ambiente contaminados (Ferrer, 2003). La exposicion a estos agentes a corto o largo
plazo puede generar estrés oxidante, lo cual causa efectos adversos en los humanos y
lleva a desoérdenes sistémicos (Hennig et al., 2012), por lo que las estrategias que
modulen el efecto de los toxicos sobre procesos fisiolégicos involucrados en la etiologia y
progresion de las enfermedades seran de gran importancia para la salud publica (Hennig
et al., 2007).

1.1. Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que previene, retarda, inhibe o remueve
significativamente la oxidacion de una molécula blanco (Gutteridge y Halliwell, 1999;
Halliwell y Gutteridge, 2007). Particularmente, un antioxidante puede proteger contra la
toxicidad por metales atrapando a las especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas
por estos agentes, quelando a los iones metdlicos previniendo la reaccién con las ERO,
quelando al metal manteniéndolo en un estado reducido, o favoreciendo la activacion de

enzimas antioxidantes (Flora, 2009).



Los sistemas antioxidantes del organismo pueden ser enzimaticos o no
enzimaticos. Los primeros contribuyen directa y/o indirectamente a la defensa contra el
dafio asociado a estrés oxidante, estos incluyen a la superéxido dismutasa (SOD) que
dismuta al radical superoxido (O,”) en peroxido de hidrogeno (H,O,), la glutation
peroxidasa (GPx) que reduce al H,O, y a los hidroperoxidos, la catalasa (CAT) que
convierte el H,O, en oxigeno molecular (O,) y agua (H,O) y la glutation-S-transferasa
(GST) que cataliza la adicion del glutation reducido (GSH) a compuestos electrofilicos
(Matés et al., 1999). Los sistemas no enziméticos comprenden 2 subgrupos: antioxidantes
hidrofilicos, entre ellos el GSH, la vitamina C (ascorbato), el acido Urico y la albumina y los
antioxidantes lipofilicos, como el a-tocoferol, la bilirrubina, los carotenoides y las
ubiguinonas, muchos de estos provenientes de la dieta (Halliwell, 1999).

Los antioxidantes endégenos juegan un papel crucial en el mantenimiento éptimo
de las funciones celulares y por lo tanto en la salud. Sin embargo, bajo condiciones que
promueven la produccion de ERO, los antioxidantes enddégenos pueden no ser
suficientes. En consecuencia, los antioxidantes exdgenos, obtenidos en la dieta 0 como
suplementos dietéticos pueden ser necesarios para conservar la funcionalidad de las
células (Rahman, 2007). Al respecto, en los Ultimos afios se ha realizado una extensa
investigacion para evaluar diversos antioxidantes naturales encontrados en plantas y
utilizados en la dieta para combatir las enfermedades humanas (Pérez-De La Cruz et al.,
2006; Tapia et al., 2012; Negrette-Guzman et al., 2013). Entre estos, el turmérico, una
especia aislada del rizoma de la planta Curcuma longa, la cual ha sido consumida como
alimento y medicina ha llegado a ser una de las moléculas méas citadas debido a la
multitud de efectos benéficos para la salud que han sido estudiados y establecidos por la
comunidad cientifica moderna (Kumar y Maliakel, 2007).

1.2. Curcumalonga

La planta perenne Curcuma longa (comunmente conocida como Turmérica) es
miembro de la familia Zingiberaceae (Figura 1), crece alrededor de 1 m de altura, tiene
tallos cortos con hojas curveadas y oblongas, flores amarillas en forma de embudo de
entre 10 y 15 cm de longitud y agrupadas en espigas densas, las cuales aparecen desde
el final de la primavera hasta la mitad del verano. Ademas, presenta rizomas ovalados o
cilindricos, los cuales estan frecuentemente ramificados y son de color amarillo-café pardo
(Rivera-Espinoza y Muriel, 2009). Curcuma longa crece en suelos ricos, humedos y

arcillosos, es originaria de la India y el Sureste Asiatico, después fue introducida en



América y en regiones templadas de Europa. Es cultivada en la mayoria de las ciudades
tropicales como la India, China, Pakistan, Sri Lanka, Indonesia y Sudamérica (Kandiannan
et al., 2008; Bengmark et al., 2009).

El uso medicinal de esta planta ha sido descrito en la India y China desde hace
miles de afos. En la India, se ha usado tradicionalmente para el tratamiento de
desordenes biliares, hepaticos y musculares, artritis, reumatismo, anorexia, coriza, tos,
heridas diabéticas y sinusitis. Mientras que en China, se ha usado como un analgésico
topico y en enfermedades asociadas con dolores abdominales como flatulencias, cdlicos y
hepatitis (Ammon y Wabhl, 1991; Chainani-Wu, 2003). Actualmente, el turmérico (extracto
seco del rizoma de Curcuma longa) es utilizado por la industria de alimentos como aditivo
alimenticio (especia), saborizante, conservador y agente colorante, en bebidas gaseosas,
mostazas y margarinas (FAO, 2004; Aggarwal et al., 2007; Basnet y Skalko-Basnet,
2011).

El turmérico contiene proteina (6.3%), grasa (5.1%), minerales (3.5%),
carbohidratos (69.4%), humedad (13.1%), aceites esenciales (5.8%) y curcuminoides (3-
4%) (Chattopadhyay et al., 2004). La curcumina (diferuloilmetano) (70-76%),
demetoxicurcumina (16%), bisdemetoxicurcumina (8%) y ciclocurcumina son los cuatro
principales curcuminoides presentes en el turmérico, los cuales se reconocieron como
compuestos biolégicamente activos (Kohli et al., 2005). Entre estos, la curcumina es la
fraccibn mas importante, ya que se demostré en la mayoria de los sistemas que es la mas
potente (Sreejayan y Rao, 1997; Ahsan et al., 1999).

Fig. 1 Turmérica (Curcuma longa).



1.3. Curcumina

La curcumina o diferuloilmetano (1,7-bis[4-hidroxi-3-metoxifenil]-1,6-heptadieno-
3,5-diona) es un polifenol hidrofdbico, fue aislado por primera vez en 1815 y su estructura
quimica fue determinada por Roughley y Whiting (1973). Es un pigmento de color
amarillo, tiene un peso molecular de 368.37 y un punto de fusibn de 183°C, es
relativamente insoluble en agua, pero se disuelve en acetona, acido acético, cloroformo,
dimetilsulféxido y etanol (Sharma et al., 2005; Anand et al., 2007).

La curcumina quimicamente es una B-dicetona bi-o,B-insaturada, la cual presenta
tautomerismo ceto-enol. La forma bi-ceto predomina en soluciones acuosas acidas o
neutras y en la membrana celular (Wang et al., 1997). Jovanovic et al. (1999) demostraron
que la curcumina a pH 3-7, actiia como un donador de 4tomos de H. Esto se debe a que
en la forma ceto, el enlace heptadienona entre los dos anillos metoxifenélicos contienen
un atomo de carbono altamente activado y las uniones C-H son muy débiles debido a la
deslocalizaciéon de los electrones desapareados de los oxigenos adyacentes. Mientras
que a pH 8, la forma endlica de la cadena heptadienona es la que predomina y en esta
forma actla principalmente como un donador de electrones, lo cual es un mecanismo

tipico para la actividad atrapadora de los antioxidantes fendlicos (Figura 2).

1.3.1. Propiedades farmacocinéticas

La curcumina administrada oralmente a ratas a una dosis de 500 mg/kg es
absorbida desde el tracto digestivo y pasa al torrente sanguineo, distribuyéndose a
diferentes tejidos como la sangre, el higado, riibn e intestino en donde las
concentraciones maximas se observaron a las 6 h y se detecté del 3.88 al 48.3% de la
curcumina administrada. En el tejido hepatico, la curcumina fue detectable hasta los 4
dias. (Suresh y Srinivasan, 2010). La curcumina es estable en el estémago y en el
intestino delgado ya que su degradacion es extremadamente lenta a pH 1-7 y su elevada
lipofilia le permite una rapida absorcién gastrointestinal por difusién pasiva (Sharma et al.,
2007). Ravindranath y Chandrasekhara (1981) reconocieron que después de la
administracion oral de 400 mg/Kg de curcumina, se absorbe del 60 al 66% de la dosis
dada y que este compuesto podia encontrarse en cantidades detectables en el higado y el
rifidn hasta por 12 dias.

Por otro lado, cuando la curcumina se administra por via intraperitoneal (i.p.) a
modelos murinos la absorcién es del 20 al 33% a las 4 h. En corazon, pulmon, los rifiones,

el cerebro vy los tejidos musculares los niveles disminuyeron a niveles residuales antes de
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Curcumina

Forma cetdnica Forma endlica

Fig. 2 Tautomerismo ceto-enol de la curcumina.

las 24 h (Perkins et al., 2002). Cuando la curcumina se administra a una dosis de 100
mg/Kg, via i.p. las concentraciones maximas en plasma o suero en el transcurso de 1 h
son menores a 2.25 ug/mL (Pan et al., 1999).

La curcumina administrada por via oral es sujeta a conjugaciones tipo sulfatacion y
glucuronidacion en el plasma, la mucosa intestinal, el higado y el rindn de la rata (Asai y
Miyazawa, 2000; Ireson et al., 2001), siendo el higado, el principal 6rgano responsable del
metabolismo de la curcumina (Garcea et al., 2004). La curcumina se excreta
principalmente por las heces y muy poco por orina. Mientras que, cuando la
administracion es intraperitoneal o intravenosa este compuesto es excretado a través de
la bilis (Sharma et al., 2007).

En estudios clinicos, realizados con voluntarios y pacientes con cancer, se ha
observado que la curcumina presenta baja biodisponibilidad sistémica siguiendo la
administracién oral (Cheng et al., 2001; Lao et al., 2006; Hsu y Cheng, 2007). Garcea et
al. (2005), identificaron que una dosis oral diaria de 3.6 g de curcumina es compatible con
niveles detectables del compuesto en tejido colorectal de pacientes con cancer y que

estos niveles podrian ser suficientes para ejercer su actividad farmacoldgica.

1.3.2. Actividad biolégica

En numerosos estudios preclinicos, se ha demostrado que la curcumina presenta
actividades antioxidantes (Igbal et al., 2003; Surh, 2003; Dairam et al., 2008; Al-Jassabi et
al., 2012), anti-inflamatorias (Jurenka, 2009; Bereswill et al., 2010), antimicrobiales
(Cikrikgi et al., 2008; Tajbakhsh et al., 2008), antivirales (Barthelemy et al., 1998; Kutluay



et al., 2008) y anticarcinogénicas (Aggarwal et al., 2003; 2006; Wang et al., 2009; Das y
Vinayak, 2012).

Ademas, se ha sugerido que este compuesto tiene efectos benéficos en diversas
enfermedades humanas como el céncer (Garcea et al., 2004; 2005), diabetes
(Balasubramanyam et al., 2003), enfermedad de Alzheimer (Ringman et al., 2012),
poliposis adenomatosa familiar (Cruz-Correa et al., 2006), enfermedad inflamatoria
intestinal (Holt et al., 2005), artritis reumatoide (Deodhar et al., 1980; Chandran y Goel,
2012), hipercolesterolemia (Soni y Kuttan, 1992), dafio hepatico (Kim et al., 2013), asma
atopica (Kim et al., 2011), psoriasis (Kurd et al., 2008), osteoartritis (Belcaro et al., 2010),
enfermedades neuroldgicas (Sanmukhani et al., 2013), uveitis anterior crénica (Lal et al.,
1999; Allegri et al., 2010), infeccién con el virus de inmunodeficiencia humana (James,
1994), y fibrosis quistica (Henke, 2008). Ademas, la curcumina ha entrado en
evaluaciones clinicas de fase I, Il y lll por su eficacia terapéutica incluso a dosis tan altas
como 12 g/dia durante 3 meses (Cheng et al., 2001; Hsu y Cheng, 2007; NIH, 2007
Dhillon et al., 2008).

1.3.3. Actividad antioxidante

La curcumina es un antioxidante bifuncional debido a que ejerce efectos
antioxidantes directos e indirectos. La presencia de los grupos fendlicos en la estructura
de la curcumina explican su capacidad de reaccionar con ERO y ERN de manera directa,
ademas, los grupos metoxilo aumentan esta actividad (Esatbeyoglu et al., 2012). La
curcumina ha demostrado la capacidad de atrapar una variedad de ERO, incluyendo O,",
radical hidroxilo (OH’), radical peroxilo (ROQO"), radical del diéxido de nitrégeno ('NO,),
radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH"), radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS™) y el radical N,N-dimetil-p-fenilenediamina dihidrocloruro
(DMPD™) (Reddy y Lokesh, 1994; Fujisawa et al., 2004; Ak y Giilcin, 2008; Trujillo et al.,
2013). La forma endlica puede funcionar como un quelante de metales cargados
positivamente, los cuales son frecuentemente encontrados en los sitios activos de
proteinas blanco (Baum y Ng, 2004). El potencial quelante de la curcumina del tipo 1:1y
1:2 ha sido reportado para los iones de cobre (Cu®"), hierro (Fe*"), manganeso (Mn?"),
plomo (Pb*"), y zinc (Zn**) (Gupta et al., 2011).

Por otro lado, la curcumina puede actuar como antioxidante indirecto induciendo la
translocacion del factor nuclear eritroide-2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) al nucleo
(Tapia et al., 2012; 2013; Correa et al., 2013; Gonzéalez-Reyes et al., 2013). Nrf2 es un
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Tabla 1. Actividad hepatoprotectora de la curcumina.

Tratamiento Actividad protectora

Compuesto Modelo con curcumina de la curcumina Referencia
Alcohol Rata Wistar 75 mg/Kg por 30 | higado graso Nanji et al.,
dias, i.g. | inflamacion 2003
| necrosis
Etinilestradiol Rata Sprague 50 mg/Kg por 15 | dafio hepatico Ahmedy

Dawley dias, i.g. | estrés oxidante Mannaa, 2004
| colestasis
Cadmio Rata Wistar 50 mg/Kg por 3 | estrés oxidante Eybl et al.,
dias, i.g. 1+ GSH 2004
Dimetilnitrosamina  Rata Wistar 200 mg/Kg por 4 | necrosis Farombi et al.,
dias, i.g. | estrés oxidante 2008
1 activacion de Nrf2
1 enzimas antioxidantes
1 GSH
Metotrexato Rata Swiss 100 mg/Kg por 5 | dano hepatico Hemeida y

Tetracloruro de

carbono

Hierro

Paracetamol

Rata Sprague

Dawley

Rata Wistar

Rata Wistar

dias, i.p.

200y 400
mg/Kg por 8

semanas, i.g.

100 mg/Kg por
11 dias, i.g.

50 mg/Kg por 15

dias, i.g.

| inflamacion
| necrosis

| estrés oxidante

1 enzimas antioxidantes

1 GSH

| dafio hepatico

| fibrogénesis hepatica

| citocinas

proinflamatorias

1 enzimas antioxidantes

1 GSH

| dafo hepatico

| deposicion de hierro

| estrés oxidante
1 GSH

| dafo hepatico
| estrés oxidante

| inflamacion

1 enzimas antioxidantes

1 GSH

Mohafez, 2008

Fu et al., 2008

El-Maraghy et
al., 2009

Farghaly y
Hussein, 2010




factor de transcripcion sensible a redox el cual, bajo condiciones basales, esta unido a su
represor en el citoplasma, la proteina asociada a ECH 1 tipo Kelch (Keapl) el cual causa
su degradacién proteosomal (Copple et al., 2008; Singh et al., 2010; Uruno y Motohashi,
2011; Buelna-Chontal y Zazueta, 2013).

La curcumina contiene dos grupos funcionales aceptores de Michael en su
molécula, los cuales pueden modificar los residuos de cisteina de Keapl (Dinkova-
Kostova et al., 2001; Balogun et al., 2003), liberando a Nrf2 permitiéndole translocarse al
nucleo y unirse como un heterodimero al elemento de respuesta a antioxidantes (ARE) en
el acido desoxirribonucleico (ADN), iniciando la expresion de genes blancos e
incrementando la expresion de enzimas de fase Il (Dinkova-Kostova y Talalay, 1999;
2008; Hong et al., 2005). De esta manera, la curcumina induce la transcripcion de varios
genes citoprotectores que incluyen SOD, CAT (Shukla et al.,, 2003), GPx, glutatién
reductasa (GR) (Piper et al., 1998), GST (Oetari et al., 1996), hemo oxigenasa 1 (HO-1)
(Balogun et al., 2003), NADPH:ubiquinona oxidoreductasa 1 (NQO1), glutamato cisteina
ligasa subunidades cataliticas (GCLC) y moduladoras (GCLM) (Zhao et al., 2013), asi

como aldosa reductasa (Kang et al., 2008).

1.3.4. Actividad hepatoprotectora

Los efectos anti-hepatotoxicos de la curcumina contra farmacos, téxicos
ambientales y ocupacionales estan bien documentadas (Tabla 1), atribuyéndose a sus
propiedades antioxidantes intrinsecas, anti-inflamatorias, anticolestéticas, antifiborogénicas
y anticarcinogénicas, mediando la inactivacion de diferentes procesos involucrados en el
dafio hepético y manteniendo la funcion mitocondrial. Estas propiedades hacen de la
curcumina un potencial agente protector contra el dafio hepatico inducido por metales

pesados como el cromo.

1.4. Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como un desbalance entre la generacion de especies
pro-oxidantes y la eliminacién de las mismas mediante sistemas antioxidantes (Halliwell y
Gutteridge, 2007). Este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de ERO que
no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa antioxidantes y que dafia al
ADN, lipidos y proteinas causando disfunciones metabdlicas severas, incluyendo la

pérdida de la integridad celular, de funciones enziméticas, estabilidad gendémica, entre



otras, lo cual guia a la patogénesis de muchas enfermedades humanas (Finkel y
Holbrook, 2000; Elejalde, 2001).

En los sistemas vivos, incluso en el estado basal, el metabolismo aerdbico esta
implicado en la produccion de ERO, las cuales se forman durante los pasos intermedios
de la reduccion del oxigeno (Guérin et al., 2001). Las ERO pueden ser radicales libres o
no radicales derivados del oxigeno. Un radical libre es aquella especie quimica que tiene
uno 0 mas electrones desapareados en su ultimo orbital y que puede existir de manera
independiente, lo que les proporciona gran reactividad y la cual depende de la localizacion
del electron (Rybczynska, 1994). Una vez que el radical libre ha conseguido obtener el
electron que necesita para aparear el suyo, la molécula estable que se lo cede se
convierte a su vez en un radical libre, iniciandose asi una reaccion en cadena que dafa a
las células (Figura 3). Asi, la vida media del radical es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a las
moléculas y a las membranas celulares (Acworth et al., 1997).

Entre las especies radicales se incluyen al OH’, O,", O,, ROO’; mientras que los no
radicales comprenden al H,O,, oxigeno singulete delta (*fAO,), oxigeno singulete sigma
(*£0,), acido hipocloroso (HOCI), &cido hipobromoso (HOBr) y ozono (Os). El 6xido nitrico
('NO), 'NO, y peroxinitrito (ONOQ") pertenecen al grupo de ERN (Fang et al., 2002).

Formacién enzimética de radicales libres

Xantina oxidasa

Xantina + O, + H,O ——>  4cido drico + O, + 2H*

NADPH oxidasa

NADPH + 20, >  NADP* + 20," + H*

Citocromo P450
reductasa

NADPH + 2quinona — > NADP* + 2semiquinona* + H*

Formacién no enzimatica de radicales libres

Fe2* + H,0, — > Fe* + OH + OH
Fe2* + 02 E— Fe3* + Oz"

Oxidacion lipidica por ataque de radicales (L = lipido)
LH + OH > L* + H,O,
L + O > LOO

LOO" + LH —— LOOH + L~ ——> Reacciénen
cadena

Fig. 3 Produccion de radicales libres (Langseth, 1995).



Las fuentes mas importantes de generacion de ERO son la cadena de transporte
de electrones mitocondrial, los peroxisomas y el sistema de citocromos P450. Ademas, la
produccion de ERO puede ser acelerada por la accién de varias enzimas tal como las
ciclooxigenasas, xantina oxidasa, 6xido nitrico sintasa desacoplada y NADPH oxidasas
(Rashid et al.,, 2013). Entre las fuentes exdgenas destacan los metales pesados,
farmacos, disolventes, plaguicidas, radiaciones ionizantes (rayos y, X, UV), hiperoxia e

isquemia-perfusion, etc. (Kumar, 2011).

1.5. Metales pesados

Los metales estan definidos quimicamente como elementos con la capacidad para
conducir el calor, poseen resistencia eléctrica que es directamente proporcional a la
temperatura, maleabilidad, ductilidad e incluso brillo, forman cationes y tienen o6xidos
basicos (Appenroth, 2010). El término metales pesados se utiliza cominmente para
agrupar metales y semimetales (metaloides) con alto peso atébmico que se han asociado
con contaminacion y toxicidad potencial o ecotoxicidad (IUPAC, 2002).

Se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza terrestre y pueden estar
presentes en el cuerpo humano; sin embargo, su presencia en la atmésfera, suelo y agua,
puede causar problemas serios a todos los organismos (Jarup, 2003; Alissa y Ferns,
2011). Las fuentes de exposicién a estos metales incluyen la exposicidon ocupacional y la
contaminacion ambiental (Ahalya et al., 2003; CDC, 2009; Martinez-Zamudio y Ha, 2011).
Las principales industrias emisoras de metales pesados al ambiente son la petroquimica,
extractiva, metalurgica (fundicién y metalurgia), mecéanica (procesos galvanicos, pintura),
guimica (materiales plasticos, pinturas) y de ceramica (Ziemacki et al., 1989).

El cromo (Cr) y el cobre (Cu) desarrollan reacciones ciclicas de 6xido-reduccion,
mientras que la ruta primaria para la toxicidad del arsénico (As), cadmio (Cd) y mercurio
(Hg) es la deplecion del GSH y la unién a los grupos sulfhidrilos de las proteinas. Sin
embargo, el factor que agrupa la toxicidad y carcinogenicidad de todos estos metales es
la generacion de ERO y ERN (Valko et al., 2005; Flora et al., 2008). En consecuencia, los
metales pesados pueden causar alteraciones en los sistemas circulatorio, cardiovascular,
endocrino, inmunoldgico, nervioso (central y periférico), reproductivo, urinario, de las vias
de eliminacion (colon, higado, rifién, piel), de produccién de energia y enzimaticas
(Hughes, 1996).

El higado es un 6rgano importante de considerar cuando se investigan los efectos

de agentes contaminantes, debido a que juega un papel central en el metabolismo y
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desintoxicacibn de sustancias biologicas. Ademas, la mayoria de las sustancias
absorbidas por el intestino pasan primero a través del higado donde las toxinas y los
metales pesados pueden acumularse (Saidi et al., 2013). De esta manera, la exposicion a
metales pesados puede ocasionar enfermedades hepaticas relacionadas con dafio
crénico en el higado, inflamacién, fibrosis y finalmente carcinoma hepatocelular (Tanikawa
y Torimura, 2006; Vera-Ramirez et al., 2013), por lo que el uso de antioxidantes, la
quelacién y las terapias herbales son tres estrategias generalmente usadas en el
tratamiento de intoxicaciones por metales pesados (Flora, 2009; Flora y Pachauri, 2010;
Nwokocha et al., 2012).

1.6. Cromo

El cromo es un elemento metalico encontrado en la naturaleza principalmente en
rocas, animales, plantas, en polvos y gases volcanicos (Liu y Shi, 2001; Bagchi et al.,
2001). Es el décimo tercer elemento mas abundante sobre la corteza terrestre, con una
concentracion promedio del orden de 400 partes por millon (ppm). Aproximadamente el
80% de la produccién mundial viene de la India, Irdn, Pakistan, Turquia y Sudafrica. La
Asociacién Internacional sobre el Desarrollo del Cromo (ICDA), reporté que la produccion
mundial del mineral cromita en 2004 fue de alrededor de 17.2 millones de toneladas, de
las cuales 92% fue producida para la industria metallrgica, 4.4% para la industria
quimica, 2.9% para la industria de la fundicién y 0.5% para la industria refractaria (ICDA,
2004).

Este elemento pertenece al grupo VIB de la tabla periddica y tiene estados de
oxidacion desde -2 a +6, de las cuales las formas divalentes (+2, Il), trivalentes (+3, Ill) y
hexavalentes (+6, VI), son las méas importantes. Sin embargo, las formas divalentes son
rapidamente oxidadas al estado trivalente que es mas estable (ATSDR, 2008; NTP,
2011). El cromo metalico [Cr(0)], es un sdlido de color acero-grisaceo que se derrite a
temperatura muy alta. Se usa principalmente para producir acero y otras aleaciones
(ATSDR, 2000a). Las principales vias de exposicion humana a estos compuestos son por
inhalacién, ingestion o contacto dérmico (U.S. EPA, 1998) y en la literatura cientifica, han
sido ampliamente reconocidos como carcindégenos, mutdgenos y teratdgenos en humanos

y animales (Armienta et al., 2001; Pawlikowski et al., 2006; Morton-Bermea et al., 2010).
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1.6.1. Normatividad y limites de exposicién a cromo

El gobierno federal ha desarrollado reglamentos y recomendaciones para proteger
la salud publica de los potenciales efectos adversos inducidos por el cromo, estableciendo
limites o niveles de este metal, que no deben excederse en el aire, agua, suelo o
alimentos (Galvao y Corey, 1987; ATSDR, 2008). La tabla 2 resume la normatividad

nacional e internacional en que se regulan los limites maximos permisibles de cromo.

1.6.2. Contaminacién en México por cromo

Gran parte del crecimiento industrial de México se desarroll6 en los afios previos a
la década de los noventa cuando el manejo y disposicion adecuada del cromo no estaba
sujeta a regulacién. Todo ello ocasioné que gran nimero de empresas generadoras de
estos residuos contaminaran los suelos adyacentes y mantos acuiferos, cercanos a sus
instalaciones con este tipo de compuestos (Diaz-Barriga, 1996; Cortinas de Nava, 2007,
Reyes-Gutiérrez et al., 2009).

En la ciudad de Leén (Guanajuato), uno de los principales centros industriales y
urbanos del pais, se detectdé la presencia de cromo en pozos de agua potable,
proveniente de tres fuentes: 1) desgaste de piroxenitas (rocas ultramérficas con un alto
contenido de cromo total, alrededor de 1,500 ppm), 2) uso de cenizas residuales
producidas en la fabricacion de ladrillos como abono (conteniendo mas de 1,000 ppm de
Cr(VI)), y 3) la inadecuada disposicién de desechos sélidos de la fabrica de cromado
Quimica Central. De esta manera se han generado concentraciones de cromo mayores a
los 50 mg/L en los pozos de agua (Armienta-Hernandez y Rodriguez-Castillo, 1995).

Otro caso de contaminacion por cromo, es el reportado en Tultitlan (Estado de
México). En este lugar y a finales de los afios 50, se instal6 la empresa Cromatos de
México, S.A., productora de compuestos de cromo que comenzaron a contaminar el aire y
el suelo, generando gran incidencia de enfermedades respiratorias. A la clausura de esta
planta se decidi6 la construccion de un cementerio industrial que albergara las 75 mil
toneladas de material residual producido durante 20 afios (Gonzélez-Moran y Rodriguez-
Castillo, 1989). Dadas las caracteristicas de esta construccion, el agua de lluvia se infiltra
y disuelve el cromo, distribuyéndolo lentamente en el subsuelo y contaminando los pozos
de agua. Ademas, durante la primera década, el desecho fue utilizado como material de
relleno en los alrededores de la empresa y en la nivelacion de calles (Gutiérrez-Ruiz et al.,
1990). En 1986, Gutiérrez-Ruiz et al. recolectaron muestras de suelo en diversos puntos

alrededor del cementerio industrial, de las cuales el 16.7% resultaron contaminadas con
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cromo, obteniendo valores desde 10 hasta 6480 ppm. Recientemente, (Morton-Bermea et

al., 2010) identificaron cantidades entre 15 y 1837 mg/Kg de cromo total en muestras de

suelo, siendo la cantidad de Cr(VI) detectado de 0.5 mg/Kg.

Tabla 2. Limites de exposicion a cromo ambientales y ocupacionales recomendados.

Forma quimica

Limite maximo

Recurso o Regulacion
del cromo permisible
Agua de bebida Total 0.05 mg/L NOM-127-SSA1-1994
Total 0.05 mg/L WHO, 2003
Total 0.1 mg/L U.S. EPA, 2010
Aguas residuales:
vertidas a aguas y bienes Total 0.5-1.5mg/L NOM-001-SEMARNAT-
nacionales. 1996
vertidas al alcantarillado Cr(VI) 0.5-1mg/L NOM-002-SEMARNAT-
urbano y municipal. 1996
tratadas que se reutilizan Cr(VI) 1-1.5 mg/L NOM-003-SEMARNAT-
en servicios al publico 1997
Residuos peligrosos Cr(VI) 5 mg/L NOM-052-SEMARNAT-
2005
Suelo uso agricola, Cr(VI) 280 mg/Kg NOM-147-
residencial o comercial SEMARNAT/SSA1-2004
Suelo uso industrial Cr(VI) 510 mg/Kg NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004
Aire: lugar de trabajo; Cr(VI) 10-50 pg/m3 NOM-010-STPS-1999
PPT* Cr(lll) y Cr(0) 500 pg/m®
Cr(VI) 5 ug/m® OSHA, 2006
Cr(i), (1) y Cr(0) 500-1000 pg/m?®
CrVi 10-50 pg/m*® ACGIH, 1999
Cr Il y metalico 500 pg/m®
Aire: lugar de trabajo; Cr VI 1 pug/m® NIOSH, 2007
PPT (10 h) Cr I, Il y metélico 500 pg/m®

*PPT, concentracion promedio ponderada en tiempo, para una jornada laboral normal de trabajo de
8 horas y una semana laboral de 40 horas, a la que pueden estar expuestos los trabajadores, sin

presentar efectos adversos.
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1.6.3. Cromo trivalente Cr(lll)

El Cr(lll) es la forma mas comun que se encuentra de manera natural y es un
nutrimento presente en cantidades traza en algunos alimentos como carne, granos,
plantas oleaginosas y legumbres (Rezende et al., 2005). La participacion del Cr(lll) en el
metabolismo favorece el incremento en la sensibilidad a la insulina, ya que al unirse
cuatro atomos de cromo con la proteina intracelular denominada apocromodulina se
induce un cambio conformacional y se genera la cromodulina activa, que
concomitantemente con la insulina, amplifica la cascada de sefales intracelulares
responsables de estimular la translocacion del transportador de glucosa GLUT4, e
incrementar la entrada de glucosa a las células (Figura 4) (Mertz, 1993; Davis y Vincent,
1997; Vincent, 2000).

Ademas, debido a su accion sensibilizadora a la insulina, el Cr(lll) también puede
"influenciar" el metabolismo de proteinas, estimulando la incorporacién de aminoacidos a
la célula y favoreciendo de esta manera, la sintesis de proteinas (Clarkson, 1997). Sin
embargo, la accion del cromo parece no estar limitada a la participacion coadyuvante con
la insulina y aunque ninguna enzima dependiente de cromo ha sido identificada, parece
ser que este elemento puede inhibir a la enzima hepética hidroximetil glutaril-CoA
reductasa, reduciendo asi la concentracion de colesterol en plasma (Zima et al., 1998).
Hay también, algunas evidencias de la funcién del cromo sobre el metabolismo de lipidos,
la cual parece estar relacionada con el incremento en la actividad de la enzima lipasa,
aumentando con ello, la concentracion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
disminuyendo el colesterol total, asi como la concentracién de lipoproteinas de baja y muy
baja densidad (LDL, VLDL) (Grant et al., 1997; Lukaski, 2000).

Las sales de cromo como el picolinato y polinicotinato de cromo, son usados como
micronutrimentos y suplementos alimenticios para mejorar el perfil lipidico y los sintomas
de individuos afectados con diabetes tipo Il, dislipidemias u otros desérdenes metabdlicos
relacionados (Anderson, 1997; 1998; 2003; Hummel et al., 2007). Algunos deportistas los
utilizan para promover una mayor ganancia de masa muscular y la pérdida de grasa
corporal (Pittler et al., 2003). La Academia Nacional de Ciencia de Estados Unidos
establecié que la ingesta diaria adecuada y segura de Cr(lll) en adultos es de 50-200
pg/dia (ATSDR, 2000a). Sin embargo, su efectividad ha sido un area de intenso debate en
la dltima década, ya que en algunos estudios no se han observado efectos benéficos
sobre la composicion corporal de individuos saludables, incluso cuando se toman con un

programa de entrenamiento (Vincent, 2003). Adicionalmente, se ha reportado que estos
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I. Célula sensible a insulina IL. Receptor de insulina parcialmente activado
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Fig. 4 Participacion del Cr(lll) en la accion de la insulina (Rezende et al., 2005).

suplementos podrian ocasionar efectos deletéreos (Bailey et al., 2006; Jana et al., 2009),
produciendo dafio al ADN, proteinas y a organelos celulares (Raja y Nair, 2008; Stearns
et al., 2002).

1.6.4. Cromo hexavalente Cr(VI)

Los compuestos de Cr(VI) son agentes fuertemente oxidantes, altamente
corrosivos y en el ambiente, son generalmente reducidos a Cr(lll). En solucion, el Cr(VI)
existe en especies iénicas como hidrocromato (HCrO4), cromato (CrO,%) y dicromato
(Cr,07%). La proporcion de cada especie iénica en solucién es dependiente del pH. A pH
basico y neutro, predomina la forma de cromato. A pH de 6.0 a 6.2, se incrementa la
concentracion de hidrocromato. Mientras que a pH muy bajo, predomina la especie
dicromato (ATSDR, 2000a; Volke et al., 2005).

El Cr(VI) es un contaminante ambiental y su amplia distribucion es el resultado de
su extensa explotacion industrial para producir acero inoxidable, pinturas y pigmentos, en
el curtido de cueros, como catalizador y productos para el tratamiento de la madera
(ATSDR, 2000b; Bagchi et al., 2002b; OSHA, 2009). Los compuestos con Cr(VI) més

comUnmente encontrados en la industria son el cromato de calcio, triéxido de cromo,
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cromato y dicromato de sodio, cromato y dicromato de potasio, cromato de estroncio,
cromato de plomo y cromato de zinc (IARC, 1990; Costa, 1997; NTP, 2011).

1.6.5 Toxicidad del cromo

La toxicidad de la mayor parte de los metales esta relacionada con el bloqueo de
un grupo funcional, desplazamiento de un i6bn metalico esencial o modificacién de la
conformacion activa de una biomolécula. Sin embargo, uno de los principales
mecanismos que esta involucrado en su toxicidad, es la generacion de estrés oxidante
(Ercal et al., 2001; Valko et al., 2005). En relacion al cromo, los minerales y el Cr(0) no
son toxicos, las sales de Cr(lll) son medianamente téxicas, mientras que las sales de
Cr(VI) son altamente téxicas (Shrivastava et al., 2002).

O’Flaherty (1996), desarroll6 un modelo fisioldgico para el cromo, el cual incorpora
distintos esquemas de absorcién y disposicion para el Cr(lll) y Cr(VI) a través del cuerpo.
El modelo sugiere que una vez absorbido, el Cr(lll) viaja en el torrente sanguineo
principalmente unido a aminoacidos, otros acidos organicos y proteinas plasmaticas, tal
como globulinas y considera que cuando el Cr(lll) esta unido a ligandos de peso
molecular mas bajos es mas probable que sea capaz de atravesar las membranas
celulares (Mertz, 1969).

También, el modelo asume que la reduccién del Cr(VI) no ocurre en el plasma,
sino que en las formas aniénicas CrO,*, HCrO, o Cr,0-* tiene la capacidad de ingresar a
la célula por canales proteinicos transportadores de aniones (Alexander y Aaseth, 1995),
en el espacio intracelular es reducido a la forma pentavalente Cr(V) y luego a los estados
Cr(1V) y Cr(lll) por agentes reductores celulares como el GSH, cisteina, acido ascérbico,
riboflavina, flavoenzimas dependientes de NADPH, citocromo P450 reductasas y la
cadena de transporte de electrones mitocondrial (Jannetto et al.,, 2001; Pourahmad y
O’Brien, 2001; Ueno et al., 2001). Langard (1979), estableci6 que la reduccion del Cr(VI) a
Cr(lll) ocurre principalmente dentro de la mitocondria y que puede efectuarse en
cualquiera de los diferentes organelos celulares donde haya donadores de electrones
disponibles.

A través del establecimiento de pares oOxido-reductores entre Cr(VI)/Cr(V),
Cr(V)ICr(1V), Cr(IV)ICr(l11) y Cr(lI/Cr(Il), los cuales sirven como donadores de electrones
ciclicos en una reaccion tipo Fenton, se produce O,", H,O,, OH’, radicales tiol y radicales
basados en carbono (Figura 5) (Stohs y Bagchi, 1995; Liu y Shi, 2001). De esta manera,

el Cr(VI) ocasiona dafio en el ADN genémico (Henkler et al., 2010), oxidacién de
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Fig. 5 Generacién de estrés oxidante por Cr(VI) (Henkler et al., 2010).

lipidos y proteinas (Kalahasthi et al., 2006; Myers et al., 2008; 2011), activacion del factor
de transcripcién nuclear NF-xB y de la proteina supresora de tumores p53 (Ye et al.,
1999; Son et al., 2010), arresto del ciclo celular, fosforilacion de tirosinas (Bagchi et al.,
2001; Ding y Shi, 2002); dafio mitocondrial (Ryberg y Alexander, 1990; Rudolf et al., 2005;
Myers et al., 2010) y apoptosis (Pritchard et al., 2000; 2001; Quinteros et al., 2008).

La exposicion ocupacional o ambiental a Cr(VI) provoca dafio severo a los rifiones
(Wedeen y Qian, 1991; Barrera et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2005; Linos et al.,
2011; Matos et al., 2013), higado (Stift et al., 2000; Rafael et al., 2007), pulmones (Witmer
et al., 1994; Aw, 1997; Beaver et al., 2009), piel (Ermolli et al., 2001; Lin et al., 2009; Rui
et al., 2010), cerebro (Travacio et al., 2000; Nudler et al., 2009), asi como a otros érganos
vitales (Shrivastava et al., 2002; Aruldhas et al., 2005; Gatto et al., 2010). La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasific6 a los compuestos con

Cr(VI) como cancerigenos para los seres humanos (Grupo 1) (IARC, 1990).

1.6.6. Hepatotoxicidad inducida por Cr(VI)
Debido a su importante papel en la transformacion de xenobiéticos ambientales, el
higado es un 6rgano susceptible de ser atacado por Cr(VI) (Wood et al., 1990) y cambios

histopatol6gicos como la degeneracion parenquimatosa, esteatosis y necrosis han sido
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observados (Wozniak et al., 1991; Kurosaki et al., 1995; Acharya et al.,, 2001). La
hepatotoxicidad del Cr(VI) est4 asociada a niveles aumentados de ERO (Patlolla et al.,
2009b; Wang et al., 2006), aumentar la lipoperoxidacién (Bagchi et al., 1995a; 1995b),
dafio al ADN (Yuann et al., 1999), inhibicion de la sintesis de ADN, &cido ribonucleico
(ARN) y proteinas (Gunaratnam y Grant, 2008), disminuir la actividad de enzimas
antioxidantes (Ueno et al., 1989; Anand, 2005; Soudani et al., 2013), dafio mitocondrial
(Pourahmad et al., 2001; 2005), interferir con la bioenergética mitocondrial (Fernandes et
al., 2002; Ryberg y Alexander, 1984), arresto del ciclo celular (Xiao et al., 2012) y
apoptosis (Kalayarasan et al., 2008).

En respuesta a la generacion de ERO implicada en la patogénesis de toxicidad del
cromo, la suplementacién con antioxidantes puede ser considerada como un método
alternativo para la proteccion hepéatica (Qi et al., 2000; Anand, 2005b; Medina-Campos et
al., 2007).

1.7. Justificacion

Debido al potencial terapéutico de la curcumina es de interés conocer si este
compuesto presenta actividad hepatoprotectora contra la toxicidad inducida por Cr(VI),
para que mediante la complementacion de la dieta con este antioxidante, se busque
prevenir, disminuir o evitar el riesgo de dafio hepatico en las poblaciones ocupacional o

ambientalmente expuestas a este agente contaminante.

1.8. Hipoétesis

Si el antioxidante bifuncional curcumina es capaz de reducir el estrés oxidante
generado por el Cr(VI), entonces prevendra o disminuira el dafio hepatico inducido por el
K5Cr,05.

1.9. Objetivos

1.9.1. Objetivo general

Evaluar el efecto hepatoprotector de la curcumina sobre el dafio generado por
K,Cr,0s.
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1.9.2. Objetivos particulares
En tejido hepatico de ratas tratadas con K,Cr,O5:
1) Evaluar el efecto anti-hepatotoxico de la curcumina.
2) Reconocer la proteccion histoldgica de la curcumina.
3) Analizar el efecto de la curcumina contra el dafio inducido por el estrés oxidante.
4) Determinar la actividad de enzimas antioxidantes.

En mitocondrias aisladas de tejido hepético de ratas tratadas con K,Cr,0:
5) Identificar el efecto de la curcumina contra el dafio inducido por el estrés oxidante.
6) Analizar la actividad de enzimas antioxidantes.

7) Determinar el efecto de la curcumina sobre la funciéon mitocondrial.
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2. METODOS

2.1. Disefio experimental
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Fig. 6 Disefio experimental.
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2.2. Modelo biolégico

Las ratas macho Wistar (Rattus norvegicus) de 150 a 200 g se mantuvieron en
cajas de acrilico con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura de
22+2°C, con acceso a agua y alimento ad libitum.

Todos los procedimientos se realizaron minimizando el sufrimiento animal y fueron
aprobados por el Comité de Etica (FQ/CICUAL/036/12). Los protocolos experimentales
siguieron los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de
animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999) y para la disposicion de los residuos
biol6gicos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002).

2.3. Estandarizacion del modelo de hepatotoxicidad inducida por K,Cr,0;

2.3.1. Dosis unica de K,Cr,0+, via subcutanea (s.c.)

Las ratas se dividieron en grupos de 4 a 6 ratas cada uno. Grupo 1: se inyectaron
por via s.c. con una sola dosis de solucion salina al décimo dia (vehiculo del K,Cr,0O).
Grupos 2 y 3: se trataron via s.c. con dosis Unica de 15 6 20 mg/Kg de K,Cr,0O- al décimo
dia (Molina-Jijon et al., 2012). Grupo 4: se administré por via intragastrica (i.g.)
carboximetilcelulosa al 0.5% por 10 dias (CMC, vehiculo de la curcumina). Grupos 5 y 6:
se trataron via i.g. con 200 6 400 mg/Kg de curcumina por 10 dias, respectivamente
(Molina-Jijén et al., 2011). Grupo 7 y 8: se trataron con 200 6 400 mg/Kg de curcumina por
10 dias (i.g.) y la coadministracion de 15 mg/Kg de K,Cr,0O; (s.c.), se realizd 1 h después
de la ultima administracién de curcumina. Grupos 9y 10: se trataron con 200 6 400 mg/Kg
de curcumina por 10 dias (i.g.) y la coadministracion de 20 mg/Kg de K,Cr,0O; (s.c.), se
realiz6 1 h después de la ultima administracion de curcumina. Los animales se

sacrificaron a las 48 horas.

2.3.2. Dosis repetidas de K,Cr,04, via intraperitoneal (i.p.)

Las ratas se dividieron en grupos de 4 a 5 ratas cada uno. Grupo 1: se inyectaron
i.p. con solucion salina por cinco dias consecutivos. Grupos 2-5: se trataron via i.p. con
10, 12.5, 15 6 17.5 mg/Kg de K,Cr,0O- durante cinco dias (Patlolla et al., 2009b). Grupo 6:
se administr6 CMC al 0.5% por 10 dias (i.g.). Grupo 7: se trataron via i.g. con 400 mg/Kg
de curcumina por 10 dias. Grupos 8-11: se trataron con 400 mg/Kg de curcumina por 10
dias (i.g.) y la coadministracion de 10, 12.5, 15 6 17.5 mg/Kg de K,Cr,O5 (i.p.), se realizd
los ultimos cinco dias 1 hora después de la administracion de curcumina. Los animales se

sacrificaron a las 24 horas.
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2.3.3. Dosis Unica de K,Cr,04, viai.p.

Las ratas se dividieron en grupos de 4 a 10 ratas cada uno. Grupo 1: se administré
via i.p. solucion salina al décimo dia. Grupos 2 y 3: se trataron via i.p. con dosis Unica de
10, 12.5, 15 6 17.5 mg/Kg de K,Cr,O; (Kim y Na, 1991). Grupo 6: se administr6 CMC al
0.5% por 10 dias (i.g.). Grupo 7: se trataron via i.g. con 400 mg/Kg de curcumina por 10
dias. Grupos 8-11: se trataron con 400 mg/Kg de curcumina por 10 dias (i.g.) y la
coadministracion de K,Cr,O; 10, 12.5, 15 6 17.5 mg/Kg (i.p.), se realiz6 1 hora después
de la ultima administracion de curcumina. Los animales se sacrificaron a las 24 horas.

Al término de estos esquemas de exposicion las ratas se anestesiaron y se
recolectaron muestras de sangre de la aorta abdominal. La sangre se centrifugd a 300 x g
para separar el plasma, el cual se almacend a -4°C hasta la determinacion de las
actividades de la aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT),
fosfatasa alcalina (ALP) o lactato deshidrogenasa (LDH), como indicadores de
hepatotoxicidad. También se midié la creatinina en plasma u orina, el nitrégeno ureico en

sangre o la urea en orina y proteinuria, como indicadores de nefrotoxicidad.

2.4. Modelo experimental: dosis Unica de K,Cr,0O; (15 mg/Kg), viai.p.

Las ratas se dividieron en grupos de 8 ratas cada uno. Grupo 1: se administré via
i.p. solucién salina al décimo dia. Grupos 2 y 3: se trataron via i.p. con dosis Unica de 15
mg/Kg de K,Cr,O; al noveno (48 h de tratamiento) y décimo dia (24 h de tratamiento),
respectivamente (Kim y Na, 1991). Grupo 4: se administr6 CMC al 0.5% por 10 dias (i.g.).
Grupo 5: se trataron via i.g. con 400 mg/Kg de curcumina por 10 dias. Grupos 6 y 7: se
trataron con 400 mg/Kg de curcumina por 10 dias (i.g.) y la coadministracion de 15 mg/Kg
de K,Cr,05 (i.p.), se realizé 1 h después de la administracion de la curcumina al noveno y
décimo dia, respectivamente. Los animales se sacrificaron en el dia once.

Las ratas se anestesiaron y se recolectaron muestras de sangre para obtener el
plasma en el cual se determinaron las actividades de ALT, AST, ALP y LDH. También se
recupero liquido ascitico donde se determiné la concentracion de proteinas y albamina. El
higado se removié para realizar los estudios histolégicos y los analisis bioguimicos que
incluyeron marcadores de estrés oxidante y actividad de enzimas antioxidantes. Por otra
parte, se aislaron las mitocondrias hepaticas por centrifugacion diferencial y se midieron
los marcadores de dafio asociado a estrés oxidante, la actividad de enzimas
antioxidantes, el consumo de oxigeno, el contenido de ATP, asi como las actividades de

la aconitasa y la actividad de los complejos mitocondriales I-V. También se midio la
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transicion de la permeabilidad mitocondrial, evaluando el hinchamiento de las
mitocondrias, el potencial de membrana, la retencién de Ca*" y la liberacién de citocromo
C.

También se obtuvieron el cerebro, corazén, pulmon, rifilones, estbmago, intestino,
pancreas y bazo. Un segmento se utilizé para andlisis bioguimicos y otro fue examinado
por histopatologia. En los grupos tratados con K,Cr,O; (48 h) y el coadministrado con

curcumina no se llevaron a cabo estos analisis.

2.5. Marcadores bioquimicos de dafio hepéatico

Las actividades en plasma de ALT, AST, ALP y LDH se evaluaron
espectrofotométricamente de acuerdo a procedimientos estandar usando estuches de
diagnéstico comercialmente disponibles (ELITechGroup, Sées, France). La concentracion
de albumina en plasma y liquido ascitico se determind espectrofotométricamente por el
método de verde bromocresol, utilizando una curva estandar de albumina libre de acidos
grasos y la densidad Gptica se midié a 628 nm después de 5 min de incubacién a 25°C
(Doumas et al., 1971).

2.6. Marcadores bioquimicos de dafio renal

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabdlicas para recolectar la orina de 24 hy
se midio la excrecion urinaria de proteinas totales por turbidimetria a 420 nm (Pedraza-
Chaverri et al., 1999). Ademas, en el plasma y orina se determiné la concentracion de

creatinina y urea, utilizando estuches comerciales (Spinreact, Girona, Spain).

2.7. Estudio histopatoldgico

El higado y demas tejidos se cortaron en segmentos de 0.5 cm de ancho, fijadas
por inmersion en una solucién de paraformaldehido al 4%, deshidratadas, y embebidas en
parafina. Se tifieron secciones delgadas de 3 um con hematoxilina y eosina (H&E) y se
examinaron con un microscopio de luz Leica (Cambridge, UK) (Coballase-Urrutia et al.,
2011). En los cortes de higado, se analizaron los perfiles histolégicos de siete campos
100X seleccionados al azar por rata (n=3-4 ratas por grupo), se registré el nimero de
hepatocitos necroticos (células encogidas con citoplasma acidofilico condensado y
nucleos picnéticos o fragmentados) y se calculo el porcentaje de células dafiadas (n=500-

800 hepatocitos).
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2.8. Preparacion de los homogenados tisulares

Las muestras de tejido se homogenizaron en amortiguador de fosfatos de potasio
50 mM, pH 7.3 suplementado con hidroxitolueno butilado 0.5 M, empleando un politron
Brinkmann Modelo PT 2000 (Westbury, NY, USA). Los homogenados se centrifugaron a
3,000 g y se separ6 el sobrenadante. En estos sobrenadantes se midieron los marcadores
de dafio oxidante y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GR, GPx y
GST). La concentracion de proteinas de los homogenados y mitocondrias aisladas se
determin6 de acuerdo al método descrito por Lowry et al. (1951).

2.9. Aislamiento de mitocondrias hepéticas

El higado se lavé y se colocé en amortiguador de aislamiento frio conteniendo
sacarosa 220 mM, HEPES 10 mM y EGTA 1 mM, pH 7.3. El higado se corté en trozos
pequefios antes de ser homogenado. Las mitocondrias se obtuvieron por medio de

centrifugaciones diferenciales y se midié el contenido de proteinas (Tapia et al., 2012).

2.10. Marcadores de estrés oxidante en homogenados y mitocondrias aisladas

2.10.1. Contenido de malondialdehido (MDA)

El MDA es un importante subproducto toxico de la peroxidacion lipidica, el cual se
midié por la formacién de un complejo con 1-metil-2-fenilindol (Chirino et al., 2008). Los
homogenados y mitocondrias se incubaron con 1-metil-2-fenilindol 15.4 mM disuelto en
una mezcla de acetonitrilo metanol (3:1); la reaccién se inicié al adicionar HCI al 37%. La
densidad Optica se midi6 a 586 nm después de 1 h de incubacién a 45°C. Para conocer la
concentracion de MDA se utilizé una curva estandar de trimetoxipropano. Los resultados

se expresan como nmol MDA/mg proteina.

2.10.2. Contenido de proteinas carboniladas

El contenido de proteinas carboniladas, un marcador relativamente estable de la
oxidacion de proteinas por ERO, se midié por su reactividad con dinitrofenilhidrazina
(DNPH) para formar hidrazonas (Maldonado et al.,, 2003). Los homogenados vy
mitocondrias se incubaron por 1 h con sulfato de estreptomicina para remover los acidos
nucleicos. Después, se trataron con DNPH 10 mM y HCI 2.5 M, las proteinas se

precipitaron con acido tricloroacético al 10% y se resuspendieron en cloruro de guanidina
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6 M. La absorbancia se midi6 a 370 nm y los datos se expresaron como nmol

carbonilos/mg proteina.

2.10.3. Contenido de glutatién reducido (GSH)

El contenido de GSH se evalu6 siguiendo la formacién de un aducto fluorescente
entre el GSH y monoclorobimano (MCB) en una reaccién catalizada por GST (Chirino et
al., 2010). Los homogenados y las mitocondrias se mezclaron en una solucion Krebs-
Henseleit conteniendo MCB 1 mM y GST 1 U/mL. Se utiliz6 una curva estandar de GSH y
se midio la fluorescencia usando un lector de microplacas multimodal Synergy HT a las
longitudes de onda de excitacion y emision de 385 y 478 nm, respectivamente. Los

resultados se expresan como nmol GSH/ mg proteina.

2.11. Actividad de enzimas antioxidantes tisulares y mitocondriales

2.11.1. Superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se evalud espectrofotométricamente a 560 nm, midiendo la
inhibicién de la reduccién del nitro azul de tetrazolio (NBT) a formazan (Pedraza-Chaverri
et al., 2000). Una unidad de actividad de SOD se define como la cantidad de proteina que

inhibe la reduccion del NBT en un 50%. Los datos se expresan como U/mg proteina.

2.11.2. Catalasa (CAT)

La actividad de CAT se midié por un método basado en la descomposicion del
H,O, por la CAT contenida en las muestras a 240 nm (Barrera et al., 2003). Los
resultados se expresaron como k/mg proteina. k es la constante de reaccién de primer
orden de la catalasa, la cual queda definida de acuerdo a la siguiente férmula: k=(1/At)(2.3
x log(Ai/Az). Donde t=intervalo de tiempo medido, A; y A, son las absorbancias del H,O,

en los tiempos t; y t,.

2.11.3. Glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx se determind indirectamente por medio de un par de
reacciones acopladas, en las cuales la GPx reduce el H,0,, oxidando al GSH a glutation
oxidado (GSSG), el cual a su vez es reducido nuevamente a GSH por la GR que usa a
NADPH como agente reductor (Orozco-lbarra et al., 2007). El consumo de NADPH se
midi6é a 340 nm y los resultados se expresaron como U/mg proteina. 1 U de GPx se define

como la cantidad de enzima que oxida 1 nmol de NADPH por minuto.
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2.11.4. Glutation reductasa (GR)

La actividad de GR se midio usando GSSG como sustrato en una reaccion cinética
en la cual la enzima lo reduce a GSH en presencia de NADPH. Se midi6 la desaparicién
del NADPH a 340 nm y los datos se expresan como U/mg proteina. 1 U de GR es la
cantidad de enzima que oxida 1 nmol de NADPH por minuto.

2.11.5. Glutatién-S-transferasa (GST)

La actividad de la GST se determiné midiendo la conjugacion del GSH con 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CDNB) a 340 nm (Pedraza-Chaverri et al., 2008). Los resultados se
expresan como U/mg proteina. 1U de GST se defini6 como la cantidad de enzima que

conjuga 1 umol de CDNB con GSH por minuto.

2.12. Consumo de oxigeno mitocondrial

La actividad de la cadena respiratoria se midi6 utilizando un electrodo para
oxigeno tipo Clark, el cual determina directamente la velocidad de consumo de oxigeno.
La respiracion basal (estado 4) se evalu6 en presencia de glutamato de sodio y malato de
sodio, 0 con succinato de sodio y rotenona. La respiracion asociada a la sintesis de
trifosfato de adenosina (ATP) (estado 3) se determin6 agregando difosfato de adenosina
(ADP). El control respiratorio se calculé como la relacién estado 3/estado 4. La respiracion
desacoplada se midié en presencia de carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP). La
eficiencia de fosforilacion (relacion ADP/O) se calculé como el nimero de nmoles de ADP
transformados a ATP entre el nimero de nmoles de oxigeno consumido durante el estado
3 (Correa et al., 2008).

2.13. Contenido de ATP

El contenido de ATP se midid indirectamente a través de un par de reacciones
acopladas, en las que la hexocinasa transfiere un fosfato del ATP a la glucosa formando
glucosa-6-fosfato, la cual a su vez es transformada a 6-fosfogluconato por la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, reduciendo el NADP* a NADPH. La formacién del
NADPH se sigui6 fluorométricamente a las longitudes de onda de excitacion y emisiéon de
345 y 460 nm. Se utiliz6 una curva estandar de NADH 4 mM y los datos se expresan

como nmol ATP/mg proteina (Buelna-Chontal et al., 2011).
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2.14. Actividad de enzimas mitocondriales

2.14.1. Aconitasa

La actividad de la aconitasa se evalué espectrofotométricamente a 240 nm
siguiendo la formacion del cis-aconitato (Martinez-Abundis et al., 2010). Se utilizd
amortiguador de fosfatos (KH,PO, 25 mM, Tween 20 al 0.05%, pH 7.3), suplementado
con citrato de sodio 1 mM y 50 pug de proteina mitocondrial. La reaccién se inici6é al
adicionar cloruro de manganeso 0.6 mM. Los datos se expresan como nmol/min/mg

proteina.

2.14.2. NADH:ubiquinona oxidoreductasa (Complejo 1)

La actividad se evalu6 en un espectrofotometro de doble haz siguiendo la
oxidacién de NADH mediante la disminucién en la absorbancia a 340 nm (Zufiga-Toala et
al., 2012). Los ensayos se llevaron a cabo en medio estandar suplementado con 0.1 ug
de antimicina A, KCN 1 mM, NADH 100 uM, Tween 20 al 0.01% y 0.5 mg de proteina
mitocondrial. La reaccion se inici6 al adicionar decilubiquinona 60 uM, en presencia o
ausencia de rotenona 4 uM. La actividad de la enzima se determina como la diferencia de
NADH oxidado con o sin rotenona, utilizando una curva estandar de NADH. Los

resultados se expresan como nmol NADH/min/mg proteina.

2.14.3. Succinato:ubiquinol oxidoreductasa (Complejo II)

La actividad de la enzima se evalué polarograficamente en medio estandar
suplementado con succinato 5 mM, rotenona 2 uM, 0.1 ng de antimicina, KCN 1 mM,
CCCP 1 uMy 0.5 mg de proteina mitocondrial (Gaona-Gaona et al., 2011). La reaccion se
inici6 adicionando metasulfato de fenazina 1 mM. Los resultados se expresan como

ngAtO/min/mg proteina.

2.14.4. Ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (Complejo 1lI)

La actividad del complejo se determind en un espectrofotbmetro de doble haz
siguiendo la reduccion del citocromo c (cit c) al oxidar al ubiquinol a 550 nm (Barrientos,
2002). Se utiliz6 amortiguador de fosfatos (K,HPO, 25 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6),
suplementado con rotenona 2 puM, KCN 1 mM, cit ¢ 20 uM y 10 pg de proteina
mitocondrial. La reaccién se inicié al adicionar ubiquinol 25 uM. Los datos se expresan

como nmol cit ¢ red/min/mg proteina.
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2.14.5. Succinato:citocromo c oxidoreductasa (Complejo II+111)

La actividad se determin6 en un espectrofotometro de doble haz siguiendo la
reduccion del cit ¢ mediante el aumento en la absorbancia a 550 nm (Barrientos et al.,
2009). La reaccion se llevé a cabo en medio KME (KCI 120 mM, MOPS 20 mM y EGTA
0.5 mM, pH 7.2), suplementado con rotenona 2 uM, KCN 1 mM, cit ¢ 60 uM y 0.3 mg de
proteina mitocondrial. La reaccién se inicio al adicionar succinato 5 mM. Los resultados se

expresan como nmol cit ¢ red/min/mg proteina.

2.14.6. Citocromo c oxidasa (Complejo 1V)

La actividad de la enzima se evalué polarograficamente en medio KME
suplementado con &cido ascérbico 5 mM, cit ¢ 25 uM, tetrametilparfenilendiamina 2.5 mM,
rotenona 2 uM, antimicina 0.5 uMy CCCP 1 uM (Correa et al., 2007). La reaccion se inicio
al agregar 50 pg de proteina mitocondrial. Los resultados se expresan como

ngAtO/min/mg proteina.

2.14.7. ATP sintasa (Complejo V)

La actividad de la F,F, ATPasa se determin6 a través de un método fluorescente,
siguiendo la cantidad de protones (H*) que se liberan por la hidrélisis de ATP utilizando
piranina como indicador, a las longitudes de onda de excitacién y emisién de 491 y 517
nm, respectivamente (Molina-Jijén et al., 2011). El medio de reaccion (sacarosa 130 mM,
KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, Hepes 0.5 mM, pH 7.2) se suplementé con piranina 0.5 mMy 1
mg de proteina mitocondrial. La reaccién se inici6é al adicionar ATP 2 mM, en presencia o
ausencia de oligomicina 3.16 uM. La actividad de la enzima se determina como la
diferencia de H" liberados con o sin oligomicina, utilizando una curva estandar de HCI 1N.

Los resultados se expresan como nmol H*/min/mg proteina.

2.15. Transicién de la permeabilidad mitocondrial (MPT)

2.15.1. Hinchamiento mitocondrial

La transicion de la permeabilidad se midié registrando la disipacion de la luz como
resultado del hinchamiento de las mitocondrias. La cantidad de luz disipada es
inversamente proporcional al volumen mitocondrial. EI hinchamiento se evalu6 después
de la adicion de CaCl, 50 uM por los cambios en la absorbancia a 540 nm en ausencia o

presencia de ciclosporina A (CsA, 1 uM) durante 10 min (Correa et al., 2007).
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2.15.2. Potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

El potencial de membrana mitocondrial se evalu6 espectrofotométricamente en un
espectrofotobmetro de doble haz (UV-3600 Shimadzu) a 525-575 nm usando el colorante
catiénico permeable safranina O (10 mM), en ausencia o presencia de CsA. La reaccion

se inicid con la adicion de CaCl, 50 uM (Garcia et al., 2000).

2.15.3. Retencion de Ca*" mitocondrial

El movimiento de Ca* mitocondrial se evalu6 en ausencia o presencia de CsA
utilizando un espectrofotometro de doble haz a 675-685 nm y el colorante metalocrémico
arsenazo Il (50 uM). La reaccién se inicié con la adicion de CaCl, 50 uM (Zazueta et al.,
2010).

2.16. Liberacién de citocromo c (cit ¢)

Las mitocondrias hepaticas aisladas se incubaron en medio de reaccion estandar
con CaCl, 50 uM, en ausencia o presencia de CsA por 10 min. Posteriormente, la
suspension mitocondrial se centrifugd obteniéndose el botén mitocondrial y el
sobrenadante por separado. Se realizé6 Western blot para determinar la liberacion de cit ¢
y se utilizé el translocador de nucleétidos de adenina-1 (ANT) como control de carga
(Zazueta et al., 2007).

2.17. Anédlisis estadistico

Los datos se analizaron usando la prueba de ANOVA seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni. Los resultados estan expresados como media +
error estdndar de la media (EEM). Las comparaciones con una p<0.05 se consideraron

significativos. Se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Estandarizacion del modelo de hepatotoxicidad inducida por K,Cr,0-

3.1.1. Dosis Unica de K,Cr,0-, via s.c.

El grupo control presentado corresponde al tratado con solucion salina. Los grupos
tratados con 15 y 20 mg/Kg de K,Cr,0O-, presentaron una disminucion significativa en la
ganancia de peso corporal con respecto al control. En cambio, la coadministracion de 400
mg/Kg de curcumina evitd significativamente la pérdida de peso ocasionada por el
K,Cr,0O; a ambas dosis (Figura 7A). La proporcién hepatica; es decir, la relacién entre el
peso del higado con respecto al peso corporal no se modificO de manera significativa en
ninguno de los grupos (Figura 7B).

El K,Cr,0; a las dosis de 15 y 20 mg/Kg administrado por via s.c., no generé un
incremento significativo en la actividad del marcador de dafio hepatico ALT (Figura 8A).
La actividad de AST aumento significativamente en los grupos tratados con 15y 20 mg/Kg
de K,Cr,0O;, asi como en el grupo coadministrado con 200 mg/Kg de curcumina y 20
mg/Kg de K,Cr,O;. Ademas, la coadministracion con 400 mg/Kg de curcumina no evito
este incremento (Figura 8B).
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Fig. 7. Peso corporal en los grupos de ratas estudiados siguiendo el esquema de dosis
Unica de K,Cr,0O,, via s.c. (A) ganancia de peso corporal después de los 10 dias de
seguimiento y (B) proporcion hepética de ratas tratadas con curcumina y/o K,Cr,O-.
Promedio + EEM. n=4-6. ?p<0.05 vs. control; bp<0.05 vs. K,Cr,O; 15 mg/Kg; “p<0.05 vs.
K>Cr,07 20 mg/Kg.
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Fig. 8 Marcadores de dafio hepatico en los grupos de ratas estudiados siguiendo el
esquema de dosis Unica de K,Cr,0, via s.c. (A) ALT, alanina aminotransferasa y (B) AST,
aspartato aminotransferasa. Promedio + EEM. n=4-5. ?p<0.05 vs. control.

El dafio renal s6lo se determin6 mediante marcadores bioquimicos en el plasma
de las ratas de los grupos control y en las administradas con 400 mg/Kg de curcumina y
15 mg/Kg de K,Cr,O;. El K,Cr,0O; a la dosis de 15 mg/Kg generé un incremento
significativo en la concentracion de creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN), siendo

estos efectos atenuados por la coadministracion de curcumina (Figura 9).
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Fig. 9 Marcadores de dafio renal en los grupos de ratas estudiados siguiendo el esquema
de dosis unica de K,Cr,05, via s.c. (A) creatinina en plasma y (B) BUN, nitrégeno ureico
en sangre. Promedio = EEM. n=4-5. ?p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; 15 mg/Kg.
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3.1.2. Dosis repetidas de K,Cr,0-, viai.p.

La administracion repetida de K,Cr,O; generé una alta toxicidad a la dosis de 17.5
mg/Kg, ya que de cinco animales expuestos, se murieron cuatro. Esta toxicidad se atenu6
por la coadministracion de 400 mg/Kg de curcumina, donde las cinco ratas sobrevivieron;
empero, la ganancia en peso se redujo significativamente en relacion al control. Ademas,
la dosis de 15 mg/Kg disminuy6 de forma significativa la ganancia de peso; asi como en
los grupos coadministrados con 400 mg/Kg curcumina y 10, 12.5 6 15 mg/Kg de K,Cr,0O;
(Figura 10A). La proporcién hepética no se afecto en los grupos tratados (Figura 10B).

El K,Cr,0- indujo dafio hepético, generando el aumento en la actividad de ALT a la
dosis de 15 mg/Kg y en los grupos coadministrados con curcumina 'y con 15 6 17.5 mg/Kg
de K,Cr,O5. El dafio hepatico no fue prevenido por la curcumina en estos grupos (Figura
11A). El K,Cr,05 a la dosis de 17.5 mg/Kg también aumentoé las actividades de ALT, AST
y LDH, pero como es un solo dato no se estableci6 su significancia. La dosis de K,Cr,0-
de 15 mg/Kg incrementd de forma significativa la actividad de AST y la coadministracién
de curcumina redujo este incremento, aunque no a niveles similares a los controles.
Ademas, el tratamiento con curcumina no disminuyé la actividad de AST promovida por el
K,Cr,0- a la dosis de 17.5 mg/Kg (Figura 11B).
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Fig. 10 Peso corporal en los grupos de ratas estudiados bajo el esquema de dosis
repetidas de K,Cr,0-, via i.p. (A) ganancia de peso corporal después de los 10 dias de
seguimiento y (B) proporcién hepética de ratas tratadas con curcumina y/o K,Cr,O-.
Promedio + EEM. n=1-5. ®p<0.05 vs. control; bp<0.05 vs. K,Cr,07 12.5 mg/Kg.
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Fig. 11 Marcadores de dafio hepatico en los grupos de ratas estudiados bajo el esquema
de dosis repetidas de K,Cr,O;, via i.p. (A) ALT, alanina aminotransferasa; (B) AST,
aspartato aminotransferasa; (C) ALP, fosfatasa alcalina y (D) LDH, lactato
deshidrogenasa. Promedio + EEM. n=1-5. p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; 15
mg/Kg.

La actividad de ALP disminuyé significativamente en los grupos coadministrados
con curcumina y con 12.5 6 15 mg/Kg de K,Cr,O; (Figura 11C). La actividad de LDH se
incremento al inyectar a las ratas con 15 mg/Kg de K,Cr,O- y en el grupo coadministrado
con curcumina y con 17.5 mg/Kg de K,Cr,O,. La coadministracion de curcumina evito el
aumento de la actividad de LDH ocasionada por el K,Cr,O- a la dosis de 15 mg/Kg (Figura
11D).

Aunado a esto, la administracion repetida de K,Cr,O- por via i.p. produjo ascitis en
los animales. El liquido ascitico se recuperé y cuantificd, identificandose que la dosis de

15 mg/Kg de K,Cr,0O; generd un incremento significativo en el volumen de ascitis
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Fig. 12 Ascitis en los grupos de ratas estudiados bajo el esquema de dosis repetidas de
K>Cr,05, via i.p. (A) volumen ascitico y (B) contenido de proteinas en la ascitis. ND, no
determinado. Promedio + EEM. n=4-5. °p<0.05 vs. control.

obtenido. También, se observd que este efecto no se previno por la curcumina en los
grupos coadministrados con 15 6 17.5 mg/Kg de K,Cr,O; (Figura 12A). La cantidad de
proteina en el liquido de ascitis se determin6 por el método de Lowry y no se encontraron
diferencias entre los grupos tratados (Figura 12B).

El K,Cr,05 a la dosis de 15 mg/Kg indujo dafio renal generando un incremento en
los marcadores de nefrotoxicidad creatinina y BUN. La coadministracion de curcumina

protegio del dafio nefrotdxico (Figura 13).
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Fig. 13 Marcadores de dafio renal en los grupos de ratas estudiados bajo el esquema de
dosis repetidas de K,Cr,0O-, via i.p. (A) creatinina en plasma y (B) BUN, nitrégeno ureico
en sangre. Promedio + EEM. n=4-5. p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; 15 mg/Kg.
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3.1.3. Dosis Unica de K,Cr,04, viai.p.
La administracién de una sola dosis de K,Cr,O; por via i.p. ocasion6 una menor

toxicidad en los animales tratados. No se encontraron diferencias significativas en la
ganancia de peso entre los grupos tratados con curcumina y/o K,Cr,O; (Figura 14A), ni
tampoco se modificé la proporcién hepética (Figura 14B).

El K,Cr,0O; caus6 dafio hepatico a las dosis de 15 y 17.5 mg/Kg. La actividad
enziméatica de los marcadores ALT y AST presentaron un incremento significativo en los
grupos tratados con 15y 17.5 mg/Kg de K,Cr,O-. Por su parte, la coadministracién de 400
mg/Kg de curcumina evitd de manera significativa el incremento en estos marcadores
ocasionado por el K,Cr,0; a la dosis de 15 mg/Kg; sin embargo, no disminuyo la toxicidad
hepatica en el grupo coadministrado con 17.5 mg/Kg de K,Cr,O- (Figuras 15A y 15B). La
actividad de LDH aument6 de manera significativa en el grupo expuesto a 15 mg/Kg de
K,Cr,0O; (Figura 15C). La actividad de ALP no se modificé en los grupos tratados con
curcumina y/o K,Cr,0O- en relacién al control (Figura 15D).

La generacion de ascitis fue también evidente en este esquema de exposicion. El
tratamiento con 15 y 17.5 mg/Kg de K,Cr,O; favorecié el aumento significativo en el
volumen de ascitis, asi como en el grupo coadministrado con curcumina y con 15 mg/Kg
de K,Cr,0O; (Figura 16A). La cantidad de proteina en este fluido no fue diferente entre los

grupos (Figura 16B).
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Fig. 14 Peso corporal en los grupos de ratas estudiados siguiendo el esquema de dosis
Unica de K,Cr,O-, via i.p. (A) ganancia de peso corporal después de los 10 dias de
seguimiento y (B) proporcién hepética de ratas tratadas con curcumina y/o K,Cr,Ox.
Promedio £ EEM. n=4-9.
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Fig. 15 Marcadores de dafio hepatico en los grupos de ratas estudiados siguiendo el
esquema de dosis Unica de K,Cr,0O-, via i.p. (A) ALT, alanina aminotransferasa; (B) AST,
aspartato aminotransferasa; (C) ALP, fosfatasa alcalina y (D) LDH, lactato
deshidrogenasa. Promedio + EEM. n=4-9. ®p<0.05 vs. control; bp<0.05 vs. K,Cr,0O; 15
mg/Kg.

51 5
a »
44 = e
-~ [3)
3 a %)
£ ©
— 34 a c 33.
2 $3
3?1 N £~ 2]
< \ Q
14 \ o 14
< A £
N=INT= X o)
KoCr07(10mgkg) - - + + - - - - - - K,Cr0,(10mgkg) - - + + - - - - - -
KCr,07(125mg/Kg) - - - - + + - - - - K,Cry0;(125mg/Kg) - - - -+ o+ - - - -
KCr,07 (15 mg/Kg) - - - - - - + + - - KsCry07 (15mglKg) - - - - - -+ o+ - -
KLCr07(175mgKg) - - - - - - - - + + K, Cr0;(175mg/Kg) - = = = - = - - 4+ +
Curcumina(400mg/kg) - + - + - + - + - + Curcumina(400mg/ikg) - + - + - + - + - +

Fig. 16 Ascitis en los grupos de ratas estudiados siguiendo el esquema de dosis Unica de
K,Cr,0-, via i.p. (A) volumen ascitico y (B) contenido de proteinas en la ascitis. ND, no
determinado. Promedio + EEM. n=4-9. ?p<0.05 vs. control.
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Con este esquema de exposicion, el dafio renal se determind mediante
marcadores bioquimicos en el plasma y orina de ratas administradas con 400 mg/Kg de
curcumina y/o 15 mg/Kg de K,Cr,05. El K,Cr,0; a la dosis de 15 mg/Kg, via i.p. no generé
nefrotoxicidad entre los grupos (Figura 17).
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Fig. 17 Marcadores de dafio renal en los grupos de ratas estudiados siguiendo el
esquema de dosis Unica de K,Cr,0O-, via i.p. (A) creatinina en plasma; (B) BUN, nitrégeno
ureico en sangre; (C) creatinina en orina; (D) urea en orina; (E) volumen urinario y (F)
proteinuria. Promedio + EEM. n=4-8.
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3.2. Efecto de la curcumina sobre la hepatotoxicidad inducida por K,Cr,0- a la dosis
de 15 mg/Kg, viai.p.

El K,Cr,0O; a la dosis de 15 mg/Kg, via i.p. (dosis Unica), causé dafio hepatico
luego de 24 h de haberse administrado [K,Cr,O; (24h)] el cual fue prevenido por la
coadministracion de 400 mg/Kg de curcumina (Figura 15), por lo que los grupos de
K,Cr,0- (48 h) y el coadministrado con curcumina fueron incluidos para conocer si el dafio
hepatico se mantenia después de 48 h de exposicion al K,Cr,O-y si podia prevenirse por
el tratamiento con curcumina, quedando asi establecidas las condiciones del modelo para
llevar a cabo los andlisis bioquimicos e histopatolégicos.

La ganancia de peso disminuyd significativamente en las ratas tratadas con
KoCr,O; (48 h) sin que fuera completamente atenuado por la coadministracion de
curcumina (Figura 18A). El peso del higado y la proporcion hepética aumentaron de
manera significativa. La curcumina previno el aumento de ambos parametros (Figuras
18By 18C).
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Fig. 18 Efecto de la curcumina sobre el peso corporal y del higado en ratas tratadas con
K,Cr,05. (A) ganancia de peso corporal después de los 10 dias de seguimiento; (B) peso
del higado y (C) proporciéon hepética. Promedio + EEM. n=7-8. ®p<0.05 vs. control;
°p<0.05 vs. K,Cr,0O- (48 h).
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La actividad de ALT, AST y LDH se incrementd significativamente en los grupos
tratados con K,Cr,O; (24 h) y (48 h) (Figuras 19A, 19B y 19C). Mientras que, la actividad
de LDH s6lo aumenté de manera significativa en el grupo de K,Cr,O- (48 h) (Figura 19D).
Por su parte, la coadministracion de curcumina evitd de manera significativa el incremento
en estos marcadores (Figura 19).

La acumulacién de liquido de ascitis, una manifestacion clinica de dafio hepatico,
fue significativamente mayor en los grupos tratados con K,Cr,O; (24 h) y K,Cr,O (48 h),
siendo este volumen disminuido en el grupo coadministrado con curcumina y K,Cr,O; (48
h) (Figura 20A). La concentracion de proteinas (Figuras 20B y 20C) y albumina (Figuras
20D y 20E) en el liquido de ascitis y plasma no presentaron diferencias entre los grupos.
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Fig. 19 Efecto de la curcumina sobre la actividad enzimética de (A) alanino
aminotransferasa (ALT); (B) aspartato aminotransferasa (AST); (C) lactato
deshidrogenasa (LDH) y (D) fosfatasa alcalina (ALP) en el plasma de ratas tratadas con
K,Cr,0;. Promedio + EEM. n=5-8. ?p<0.05 vs. control; ®p<0.05 vs. K,Cr,0O; (24 h), °p<0.05
vs. K,Cr,07 (48 h).
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Fig. 20 Efecto de la curcumina sobre la generacion de ascitis en ratas tratadas con
K>Cr,0O5. (A) volumen ascitico; (B, C) contenido de proteinas en ascitis y plasma; (D, E)
concentracion de albumina en ascitis y plasma; (E) GAS-A, gradiente de albumina en
plasma - alblmina en ascitis. Promedio + EEM. n=5-8. #p<0.05 vs. control; ‘p<0.05 vs.
K,Cr,07 (48 h).

El gradiente entre la concentracién de albumina en suero y el liquido ascitico
(GAS-A) es un parametro para clasificar las causas de ascitis, segin se deba o no a

hipertension portal. Cuando la diferencia entre la albimina en plasma menos la albumina
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en la ascitis es >1.1 g/dL significa presencia de hipertensién portal con una certeza del
95% (Lira et al., 2007). Asi, los grupos tratados con K,Cr,O; (24 h), K,Cr,O; (48 h) y el
coadministrado con curcumina y K,Cr,O- (24 h) presentaron un incremento significativo en
GAS-A. Sin embargo, el pretratamiento con curcumina atenu6 el incremento inducido por
K.Cr,07 (48 h) (Figura 20F).

3.3. Proteccidn histolégica de la curcumina en higado de ratas tratadas con K,Cr,0;

Los grupos control y el tratado con curcumina presentaron estructura hepatica
normal, caracterizada por hepatocitos de forma poligonal con contornos bien definidos
citoplasma acidofilico ligeramente tefiido con grandes nucleos localizados centralmente
con cromatina dispersa; observandose algunas células binucleadas (Figuras 21A y 21D).
Por otra parte, el tratamiento con K,Cr,O; generé la muerte de los hepatocitos a las 24 y 48
h de exposicion, de manera tiempo-dependiente (Figuras 21B y 21C); estas células
presentaron extensa vacuolacién citoplasmica con nucleos picnéticos correspondientes a
células en proceso de apoptosis. También se reconocié en estos grupos, la generacién de
inflamacioén portal debido a la presencia de linfocitos en los espacios porta. En contraste, el
grupo pretratado con curcumina y K,Cr,O; (24 h) present6 histologia similar al control
(Figura 21E); mientras que en el grupo coadministrado con curcumina y K,Cr,O; (48 h) se
observaron algunos hepatocitos dafiados (Figura 21F).

El analisis cuantitativo de hepatocitos dafiados confirmé que el tratamiento con
K.Cr,0O- produjo un incremento significativo en el porcentaje de muerte celular luego de 24
y 48 h de exposicién de aproximadamente el 15y 30%, respectivamente. Sin embargo, el
pretratamiento con curcumina previno significativamente el dafio a los hepatocitos (Figura
21G).

El efecto toxico del tratamiento con K,Cr,O; sobre diversos 6rganos se evalud
mediante analisis histopatoldgico, Unicamente a las 24 h de exposicion; sin embargo, no se
identificaron alteraciones estructurales o la induccion de muerte celular (ver Anexos). En la
corteza cerebral se observaron neuronas, astrocitos y oligodendrocitos sin lesiones
aparentes (Figura 1S). En el miocardio, los cardiomiocitos preservaron su morfologia
(Figura 4S). En el pulmén, los alvéolos y bronquiolos, conformados por neumocitos y
células epiteliales calciformes, respectivamente, no presentaron alteraciones evidentes
(Figura 7S). En rifidén, los glomérulos y las células epiteliales de los tubulos proximales y
distales presentaron un arreglo ordenado y sin dafo (Figura 10S). De forma similar, la

tunica mucosa del estomago no fue afectada por el tratamiento con K,Cr,O; (24 h),
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manteniéndose las células adelomorfas y delomorfas intactas (Figura 13S). La mucosa
intestinal constituida por las glandulas de Lieberkihn y células caliciformes, principalmente,

no presento alteraciones estructurales (Figura 16S).
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Figura 21. Histologias representativas de higado de ratas tratadas con curcumina,
K,Cr,0O; o ambos. (A) las secciones de higado de ratas control muestran la arquitectura
hepatica normal; (C y E) tejido de animales tratados con K,Cr,O; después de 24 6 48 h
de la administracion, respectivamente. Se observaron hepatocitos dafiados con
condensacién nuclear (4\) y vacuolizacién citoplasmica (€); (B) la administracion de
curcumina no produjo dafio histoldgico; (D) las ratas pretratadas con curcumina y
exposicion al K,Cr,O; por 24 h presentaron histologia hepética normal; (F) las secciones
de higado después de 48 h de la administracion de K,Cr,O; en animales pretratados con
curcumina exhiben moderada vacuolizacion citoplasmica y picnosis. He, hepatocitos; CK,
células de Kupffer; CEH, células estrelladas hepéticas. H&E, 1000X. (G) Morfometria
cuantitativa que revela la significativa proteccién hepética en los grupos pretratados con
curcumina. Promedio + EEM. (n=3-4). ?p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; (24 h),
‘p<0.05 vs. K,Cr,07 (48 h).

En cuanto al arreglo estructural del bazo, los corpusculos de Malpighi (pulpa
blanca), centros germinativos de Flemming y senos venosos (pulpa roja), constituidos
principalmente por linfocitos, linfoblastos y macréfagos, no revelé evidencia de toxicidad
inducida por el K,Cr,O; (24 h) (Figura 19S). Por ultimo, los acinos pancreaticos
conformados por células secretoras y células centroacinares tampoco fueron afectados
por este agente oxidante a la dosis de 15 mg/Kg por via i.p. y después de 24 h de

exposicion (Figura 22S).

3.4. Efecto de la curcumina contra el dafio inducido por el estrés oxidante en tejido
hepatico de ratas tratadas con K,Cr,0-
El tratamiento con K,Cr,O; ocasioné el incremento significativo en el contenido de

MDA después de 24 y 48 h de exposicion que fue atenuado por el pretratamiento con
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curcumina (Figura 22A). ElI contenido de proteinas carboniladas aumento
significativamente en el grupo de K,Cr,0O (48 h); mientras que en los grupos pretratados
con curcumina, los niveles de proteinas carboniladas se mantuvieron similares al control
(Figura 22B). Por otra parte, el contenido de GSH fue abatido de manera significativa en
el grupo tratado con K,Cr,O; (48 h), siendo significativamente restablecido por el
pretratamiento con curcumina (Figura 22C).

El efecto oxidante del K,Cr,O; (24 h) se determin6 en diversos 6rganos midiendo
el contenido de MDA y GSH (ver Anexos). No obstante, bajo estas condiciones de
exposicion, ninguno de los 6érganos analizados resultd afectado, cerebro (Figura 2S);
corazon (Figura 5S); pulmén (Figura 8S), estbmago (Figura 14S), intestino (Figura 17S),
bazo (Figura 20S) y pancreas (Figura 23S). En el caso del rifién, se obtuvo un incremento
significativo en el contenido de GSH en el grupo de ratas pretratadas con curcumina y que

fueron expuestas a K,Cr,O; por 24 h (Figura 11S).
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Fig. 22 Efecto de la curcumina sobre el contenido hepatico de marcadores de estrés
oxidante de ratas tratadas con K,Cr,O;. Contenido de (A) MDA, malondialdehido; (B)
proteinas carboniladas y (C) GSH, glutation forma reducida. Promedio + EEM. n=5-6.
p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; (24 h), °p<0.05 vs. K,Cr,0- (48 h).
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3.5. Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes en el

higado de ratas tratadas con K,Cr,0O-

El tratamiento con K,Cr,O; (48 h) ocasiond la disminucion significativa de la

actividad de SOD y GR; en cuyo caso, el pretratamiento con curcumina abolié este efecto

(Figuras 23A 'y 23D).
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Fig. 23 Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes en higado de
ratas tratadas con K,Cr,O;. (A) SOD, superéxido dismutasa; (B) CAT, catalasa; (C) GPx.
glutation peroxidasa; (D) GR, glutation reductasa y (E) GST, glutation-S-transferasa.
Promedio + EEM. n=5-6. ?p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,O; (24 h), °p<0.05 vs.

K>Cr,0O4 (48 h)
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Ademads, las actividades enzimaticas de CAT, GPx y GST fueron disminuidas de
forma significativa por el tratamiento con K,Cr,O; a las 24 y 48 h. Sin embargo, el
pretratamiento con curcumina evité significativamente la disminucion de las mismas
(Figuras 23B, 23C y 23E).

Asimismo, se examinoé el efecto del K,Cr,O; (24 h) sobre la actividad de enzimas
antioxidantes en el tejido de diversos érganos (ver Anexos), identificAndose que en
ninguno de los érganos analizados se alterd la actividad de las enzimas. Estos tejidos
fueron de cerebro (Figura 3S); corazén (Figura 6S); pulmén (Figura 9S), estomago
(Figura 15S), intestino (Figura 18S), bazo (Figura 21S) y pancreas (Figura 24S). Aunque
en el rifidén, la coadministracion con curcumina y K,Cr,O; (24 h) favorecio el incremento

significativo de las actividades enzimaticas de GPx, GR y GST (Figura 12S).

3.6. Efecto de la curcumina contra el dafio inducido por el estrés oxidante en
mitocondrias hepaticas aisladas de ratas tratadas con K,Cr,0;

La disfuncion mitocondrial estd asociada con la acumulaciéon de mitocondrias
dafiadas responsables de la formacion anormal de ERO, deplecion del GSH, alquilacion
de proteinas y alteraciones de los complejos respiratorios, en diferentes tejidos y 6rganos
(Degli Esposti et al., 2012). De esta manera, se evalud el posible efecto protector de la
curcumina sobre la disfuncién mitocondrial inducida por el tratamiento con K,Cr,O; en las
mitocondrias hepaticas de las ratas tratadas con este agente.

El contenido de MDA vy proteinas carboniladas aumenté significativamente en las
mitocondrias hepaticas de ratas tratadas con K,Cr,O; (48 h). Mientras que el
pretratamiento con curcumina protegié a las mitocondrias del incremento significativo en
el contenido de estos marcadores inducido por K,Cr,O; (Figuras 24A y 24B). En
contraparte, la exposicion a K,Cr,O; por 24 y 48 h redujo significativamente el contenido
de GSH en las mitocondrias hepaticas aisladas; siendo este efecto completamente

prevenido por la curcumina (Figura 24C).
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Fig. 24 Efecto de la curcumina sobre el dafio inducido por el estrés oxidante en
mitocondrias aisladas de ratas tratadas con K,Cr,O;. Contenido de (A) MDA,
malondialdehido; (B) proteinas carboniladas y (C) GSH, glutation forma reducida.
Promedio + EEM. n=5-6. ?p<0.05 vs. control; "p<0.05 vs. K,Cr,0; (24 h), °p<0.05 vs.
K,Cr,05 (48 h).

3.7. Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes en
mitocondrias hepaticas de ratas expuestas a K,Cr,0,

La exposicion de las ratas al K,Cr,O; por 24 y 48 h provoco la disminucién
significativa de la actividad de SOD y GR en las mitocondrias aisladas del higado.
Aungue el pretratamiento con curcumina protegi6 significativamente a las mitocondrias de
este efecto (Figuras 25C y 25E). Las actividades de las enzimas SOD, CAT y GR fueron
significativamente abatidas por el tratamiento con K,Cr,O; (48 h). A su vez, las
mitocondrias del grupo coadministrado con curcumina mantuvieron los niveles de

actividad similares al control (Figuras 25A, 25B y 25D).

47



@

o
]
=
o

[a] =
0.8
e Sg
[N 05
< g 0 3 S 06
T o E.
]
52 S 2041
> = ==
5 2 201 5= 02
< < ’
0- 0.0-
K,Cr,0; (24 h) - K,Cr0;(24h) -
K.,Cr0,(48h) - K,Cr0,(48h) -
Curcumina - Curcumina -
C D
2004 304

=
al
(=}
1
N
<

Actividad de GPx
(U/mg proteina)
=
8
Actividad de GR
(U/mg proteina)

104
504
0- 0-
K,Cr,0; (24 h) - K,Cr,0,(24h) -
K,Cr,0,(48h) - K,Cr,0,(48h) -
Curcumina - Curcumina -

._.
T

Actividad de GST
(U/mg proteina)
o 5

0-
K,Cr,07 (24 h) -
K,Cr,0; (48 h) -

Curcumina -
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3.8. Efecto de la curcumina sobre la funcién de mitocondrias hepaticas aisladas de
ratas tratadas con K,Cr,Oy

El consumo de oxigeno es una de las mediciones més informativas y directas de
funcion mitocondrial, siendo el andlisis polarografico una poderosa herramienta para la
caracterizacion de la capacidad respiratoria mitocondrial (Barrientos et al., 2009). Los
trazos representativos del consumo de oxigeno por las mitocondrias aisladas de ratas
tratadas con curcumina y/o K,Cr,O; usando glutamato/malato y succinato como sustratos
se presentan en las figuras 26 y 28, respectivamente.

La curcumina previno de manera significativa la disminucion inducida por el
K,Cr,0O; sobre la respiracion mitocondrial evaluada en el estado 3 (en presencia de ADP)
y en el control respiratorio a las 24 y 48 h (Figuras 27A y 27C). La respiracion en el estado
4 (en ausencia de ADP) permanecio sin cambios en todos los grupos estudiados (Figura
27B). La prevencion por la curcumina de la disminucién inducida por el K,Cr,O, sobre la
respiracién desacoplada no fue significativa (Figura 27D). La curcumina también evit6 la
reduccién de la relacion ADP/O causada por el K,Cr,O; a las 48 h (Figura 27E) usando
glutamato/malato como sustratos.

Los cambios observados usando succinato como sustrato fueron menos
marcados, incluso ningn cambio fue observado a las 24 h. A las 48 h se encontré que el
K,>Cr,07 indujo la disminucién del consumo de oxigeno en el estado 3 y en la respiracion
desacoplada, las cuales no fueron prevenidas significativamente por el pretratamiento con
curcumina (Figuras 29A y 29D). No se observaron cambios en el consumo de oxigeno en
el estado 4, el control respiratorio y la relacion ADP/O (Figuras 29B, 29C y 29E).

Ademds, la acumulacion de dafio mitocondrial generada por ERO ocasioné la
pérdida en la eficiencia de la cadena respiratoria y por lo tanto una disminucion en la
produccion de ATP (Drew y Leeuwenburgh, 2003; Garcia-Fernandez et al., 2011; Kozlov
et al., 2011). El tratamiento con K,Cr,O- produjo la reduccion en el contenido de ATP en
las mitocondrias hepéticas aisladas después de 48 h de exposicion, la cual fue prevenida
por el tratamiento con curcumina (Figura 30).

La aconitasa es una enzima [4Fe-4S] particularmente susceptible al ataque e
inactivacion inducido por el O,” (Gardner, 2002). La actividad de la aconitasa se redujo
significativamente por el tratamiento con K,Cr,0; a las 24 y 48 h, aproximadamente en un
50% en relacion al control. Sin embargo, el pretratamiento con curcumina abolié este

efecto, restableciendo su actividad a niveles similares a los del control (Figura 31A).
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Mitocondrias 1.Control

l 2.Curcumina (CUR)

~ ‘ 3.K,Cr,0; (24 h)
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\ ‘
T \
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Fig. 26 Trazos representativos de al menos cuatro experimentos de consumo de oxigeno,
en los seis grupos estudiados usando glutamato/malato como sustratos.
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Fig. 27 Efecto de la curcumina sobre las alteraciones inducidas por el K,Cr,0O- relativas al
consumo de oxigeno mitocondrial usando glutamato/malato como sustratos. Promedio +
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Fig. 28 Trazos representativos de al menos cuatro experimentos de consumo de oxigeno,
en los seis grupos estudiados usando succinato como sustrato.
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Fig. 29 Efecto de la curcumina sobre las alteraciones inducidas por el K,Cr,Oy relativas al
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Los complejos mitocondriales involucrados en la fosforilacion oxidativa son
sensibles al dafio provocado por ERO (Hinerfeld et al., 2004). De esta manera, el K,Cr,0O;
disminuyd significativamente la actividad del complejo | a ambos tiempos de tratamiento,
aproximadamente en un 40% y 70% a las 24 h y 48 h, respectivamente. Dicho efecto se
previno efectivamente por el tratamiento con curcumina (Figura 31B). La actividad del
complejo Il se afectd significativamente por el tratamiento con K,Cr,O; a las 48 h, al
disminuir su actividad aproximadamente 50%. Ademas, la actividad de esta enzima no se
recuperé completamente por el pretratamiento con curcumina, alcanzando sélo el 70% con
respecto al control (Figura 31C). Similarmente, la actividad del complejo II+11l disminuy6
aproximadamente en un 40% de manera significativa en el grupo de K,Cr,O; (48 h). En
este caso, la coadministracion de curcumina restablecio la actividad del complejo a un 80%
(Figura 31E). Las actividades de los complejos Il y IV no se modificaron de manera
significativa por la exposicion a la curcumina, K,Cr,0O; o ambos (Figuras 31D y 31F). Por
altimo, la actividad del complejo V disminuyd aproximadamente 60% de manera
significativa por el K,Cr,0; luego de 48 h de tratamiento. El pretratamiento con curcumina
evitd la disminucién de la actividad de este complejo de forma significativa (Figura 31G).
En el grupo K,Cr,0 (24 h) la reduccion de la actividad fue alrededor del 30%; sin embargo,

no fue significativa.
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Contenido de ATP
(nmol ATP/mg proteina)
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K,Cr,0;(24h) - + + - -
K,Cr,0;(@8h) - - - + +
Curcumina - - + - +

Fig. 30 Efecto del pretratamiento con curcumina sobre el contenido de ATP en
mitocondrias hepaticas aisladas de ratas expuestas a K,Cr,0O;. Promedio + EEM. n=6-7.
p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0- (24 h); °p<0.05 vs. K,Cr,O (48 h).
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Fig. 31 Efecto del pretratamiento con curcumina sobre la actividad de enzimas
mitocondriales hepaticas de ratas expuestas a K,Cr,0;. (A) aconitasa; (B)
NADH:ubiquinona oxidoreductasa (C-I); (C) succinato:ubiquinol oxidoreductasa (C-Il); (D)
ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (C-IIl); (E) succinato:citocromo ¢ oxidoreductasa (C-
[I+11); (F) citocromo c oxidasa (C-IV) y (G) ATP sintasa (C-V). Promedio + EEM. n=6-7.
p<0.05 vs. control; °p<0.05 vs. K,Cr,0; (24 h); °p<0.05 vs. K,Cr,0 (48 h).

También el incremento de ERO en la matriz mitocondrial puede activar la apertura
del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm), causando el hinchamiento
de las mitocondrias, la disipacién del potencial de membrana, la salida de Ca?" del reticulo
endoplasmico y la liberacion de cit ¢ (Cassarino et al., 1998; Madamanchi y Runge, 2007).
Asi, el efecto del tratamiento con K,Cr,O; y curcumina sobre la apertura del PTPm fue
evaluado en las mitocondrias hepéticas de las ratas tratadas con estos agentes.

El K,Cr,0- rdpidamente ocasiond el hinchamiento de las mitocondrias después de
adicionar Ca?* 50 uM, como consecuencia de la pérdida de la permeabilidad (Figura 32A,
lineas 3y 6); la adicion de CsA evito este efecto (Figura 32A, lineas 4 y 7). Mientras que,
las mitocondrias de las ratas pretratadas con curcumina presentaron marcadamente un
menor hinchamiento (Figura 32A, lineas 5 y 8), reflejando asi el papel protector de la
curcumina sobre la apertura del PTPm. El grupo control y el tratado Unicamente con
curcumina presentaron una ligera disminucién en la absorbancia a 540 nm (Figura 32A,
lineas 1y 2).

Los grupos tratados con K,Cr,O- por 24 6 48 h, presentaron un rapido abatimiento
del potencial de membrana luego de la adicién de Ca®* 50 uM (Figura 32B, lineas 3y 6),
asi como la pérdida de capacidad para manejar el Ca** (Figura 32C, lineas 3 y 6). Al
utilizar la CsA como inhibidor del PTPm en las mitocondrias de ratas tratadas con
K,Cr,0;, se conservd el potencial de membrana y la retencién de Ca®* (Figuras 32B y
32C, lineas 4 y 7), indicando que el K,Cr,O; puede inducir la apertura del PTPm. Por otra
parte, las mitocondrias de los animales que recibieron el pretratamiento con curcumina
fueron capaces de resistir el abatimiento del potencial de membrana por més tiempo y con
menor despolarizacién que las que no recibieron el antioxidante (Figura 32B, lineas 5y 8).
También, mantuvieron la capacidad para manejar el Ca*, principalmente el grupo tratado
por 24 h (Figura 32C, lineas 5 y 8). Los grupos control y el tratado Unicamente con
curcumina no presentaron disipacion del potencial de membrana ni pérdida de retencion

del Ca** hasta la adicion del protonéforo CCCP (Figuras 32B y 32C, lineas 1y 2).
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2.Curcumina (CUR)
3.K,Cr,07 (24 h)
4.K,Cr,07 (24 h) + CsA
5.CUR + K,Cr,0; (24 h)
6.K,Cr,07 (48 h)
7.K,Cr,0; (48 h) + CsA
8.CUR + K,Cr,0; (48 h)

Fig. 32 Efecto de la curcumina sobre las alteraciones mitocondriales inducidas por el
K,Cr,0O- en (A) hinchamiento, (B) potencial de membrana y (C) la retencién de Ca*. Los
trazos son representativos de al menos tres experimentos independientes. El CCCP se
adicion6 para inducir la pérdida del potencial de membrana y la liberacién de Ca*" en los
grupos control y curcumina.
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La apertura del PTPm puede resultar en la liberacion del factor proapoptético cit ¢
al citosol (Lim et al., 2002). Asi, en este experimento se identificé que el tratamiento con
K,Cr,0O; favorecio la apertura del PTPm resultando en la liberacion del cit ¢ al citosol a las
24 y 48 h de exposicion (Figura 33A, columnas 3 y 6). La adicion de CsA evit6 la
liberacion de cit ¢ inducida por el K,Cr,0O; a ambos tiempos (Figura 33A, columnas 4y 7).
Interesantemente, el pretratamiento con curcumina evitd la liberacién de cit ¢ que fue
inducida por el tratamiento con K,Cr,O; y bajo condiciones de sobrecarga de calcio,
atenuando la apertura del PTPm (Figura 33A, columnas 5 y 8). Ningun efecto fue
observado en los grupos control y el tratado con curcumina (Figura 33A, columnas 1y 2).
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Curcumina - + - + - - + Curcumina - - -
- - - + -

CsA - CsA -
Fig. 33 Efecto de la curcumina sobre la liberacion de citocromo c (cit c) inducida por el
tratamiento con K,Cr,O; en mitocondrias hepaticas aisladas de ratas tratadas con estos
agentes. Las mitocondrias fueron incubadas por 10 min con Ca** 50 uM, en presencia o
ausencia de CsA. (A) andlisis por Western blot del cit ¢ mitocondrial liberado y del cit ¢
retenido. La imagen es representativa de tres experimentos independientes; (B)
proporcion densitométrica del cit ¢ liberado/ANT y (C) proporcion densitomeétrica del cit ¢
retenido/ANT. Promedio + EEM. n=3. #<0.05 vs. control; bp<0.05 vs. K,Cr,O7 (24 h);
°p<0.05 vs. K,Cr,O; (48 h). ANT, translocador de nucleétidos de adenina-1; CsA,
ciclosporina A.
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El analisis densitométrico reveld6 que la liberacibn del cit ¢ aumenta
significativamente en los grupos tratados con K,Cr,O; por 24 6 48 h y que dicho aumento
se previene por el pretratamiento con 400 mg/Kg de curcumina y con la CsA agregada al
medio de incubacion. En contraste, la proporcién de cit ¢ retenido por las mitocondrias fue
significativamente més alta en los grupos coadministrados con la curcumina y el K,Cr,Ox,

en comparacion con los grupos tratados con K,Cr,O; a ambos tiempos.
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4. DISCUSION

Los metales pesados estan incluidos en la categoria principal de contaminantes
ambientales ya que pueden permanecer en el ambiente por largos periodos de tiempo y
su acumulacién es potencialmente peligrosa para los humanos, animales y las plantas
(Azevedo y Azevedo, 2006). La toxicidad y carcinogenicidad inducida por metales, esta
mediada por la formacion de radicales libres, los cuales causan modificaciones a las
bases del ADN, incrementan la peroxidacion lipidica y alteran la homeostasis del calcio y
de los grupos sulfhidrilo (Ercal et al., 2001; Valko et al., 2005).

En el caso del Cr(VI), su toxicidad esta influenciada por la capacidad de ingresar a
la células méas faciimente que el Cr(lll) y una vez dentro, ser reducido a estados de
oxidaciébn mas bajos generando asi un amplio espectro de ERO, lo que conlleva a las
células a un estado de estrés oxidante y la subsecuente generacién de dafo en diversos
tejidos (Patlolla et al., 2009a). En diversos estudios se ha demostrado que el higado es un
6rgano blanco para la toxicidad inducida por Cr(VI) debido a que una vez absorbido puede
llegar a este érgano a través del suministro sanguineo por la arteria hepatica o la vena
portal (Susa et al., 1989; Wozniak et al., 1991; Von Burg y Liu, 1993; Bagchi et al., 1995a;
Costa, 1997; Acharya et al., 2001; Anand, 2005a; Rao et al., 2006). La suplementacién
con antioxidantes puede ser considerado como el método alternativo para la prevencion
de los efectos dafiinos ocasionados por este tipo de agentes y muchos extractos y
compuestos aislados de plantas han demostrado tener actividad antioxidante (Maldonado
et al., 2003; Coballase-Urrutia et al., 2010; Martinez-Abundis et al., 2010; Guerrero-
Beltran et al., 2012).

Los modelos experimentales de dafio toxico en higado son utilizados para evaluar
los procesos bioquimicos involucrados en muchas formas de enfermedad hepética y para
evaluar los efectos farmacolégicos de posibles hepatoprotectores como la curcumina
(Rivera-Espinoza y Muriel, 2009). Los efectos anti-hepatotdxicos de la curcumina contra la
toxicidad inducida por diversos agentes quimicos y en desordenes hepaticos son bien
reconocidos y atribuidos a sus propiedades antioxidantes intrinsecas (Wei et al., 2006; Alp
et al., 2012; Tokag et al., 2013). Debido al potencial terapéutico de la curcumina es de
interés conocer si este compuesto presenta actividad hepatoprotectora contra la toxicidad
inducida por Cr(VI), para que mediante la complementacion de la dieta con este
antioxidante, se busque prevenir, disminuir o evitar el riesgo de dafio hepético en las

poblaciones ocupacional o ambientalmente expuestas a este agente contaminante.
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Debido a que el conocimiento actual de la toxicidad del Cr(VI) indica que los
efectos de la exposicion in vivo dependen de la via de administracion (Kim y Na, 1991,
Wang et al., 2006), se siguieron tres esquemas de exposicion para obtener el modelo de
hepatotoxicidad generado por K,Cr,O; [Cr(VI)], ademas de identificar la dosis a la cual la
curcumina atenta o evita esta toxicidad.

La administracion de una sola dosis de K,Cr,O; por via s.c. (15 y 20 mg/Kg)
generaron toxicidad en los animales tratados después de 48 h de exposicion. Sin
embargo; esto sélo se manifest6 en el peso corporal, incremento en la actividad de AST y
de los marcadores de dafio renal. Este aumento en la actividad de AST puede
relacionarse también con el dafio renal, ya que esta enzima se encuentra en niveles altos
en rindn (Rej, 1989). Por otro lado, el incremento en los marcadores de dafio renal en el
plasma, correlaciona con lo informado por diversos autores, quienes identificaron que por
esta via se genera dafio nefrotoxico (Kim y Na, 1991; Arreola-Mendoza et al., 2006; Khan
et al., 2010). Adicionalmente, la curcumina protegié del dafio renal inducido por el
K>Cr,0O7, como previamente describié Molina-Jijén et al. (2011). La ausencia de efecto
sobre la actividad de ALT, la cual es un marcador de dafio hepatico ya que la reserva mas
grande de esta enzima se encuentra en el citosol de las células parenquimales hepaticas
y cuando existe dafio hepatocelular son liberadas al torrente sanguineo (Amacher, 1998),
nos permitié identificar que siguiendo este esquema de exposicibn no se genera
hepatotoxicidad. Estos resultados son congruentes con lo encontrado por Solis-Heredia et
al. (2000), quienes no observaron incremento en la actividad de ALT después de 24 h en
los animales tratados con 20 mg/Kg de K,Cr,O- por via s.c.

La administracion de dosis repetidas de K,Cr,O; por via i.p. (10 - 17.5 mg/KQ)
durante 5 dias cada 24 h ocasion6 toxicidad elevada en las ratas tratadas con las dosis de
10 hasta 15 mg/Kg y mortalidad con la dosis de 17.5 mg/Kg, manifestandose en el peso
corporal, la actividad de ALT, AST y LDH, la generacién de ascitis e incremento en los
marcadores de dafio renal. Patlolla et al. (2009b) encontraron efectos significativos
asociados a estrés oxidante y dafios en el ADN a las dosis de 7.5y 10 mg/Kg de K,Cr,0,
en ratas Sprague-Dawley. En su trabajo no evaluaron el dafio hepético mediante
marcadores bioquimicos ni tampoco hacen referencia a la generacion de ascitis. Por ello,
las pruebas en este modelo se realizaron a partir de la dosis de 10 mg/Kg de K,Cr,0O. De
esta manera; el incremento en la actividad de ALT, AST y LDH hace evidente el dafio
hepatico y renal que se indujo bajo estas condiciones. La LDH es un buen indicador de

dafio o muerte celular; sin embargo, como est4d presente en numerosos tejidos, la

61



elevacién en los niveles de esta enzima, no pueden considerarse como especificos
(Cobben et al., 1997). Ademas, una manifestacion importante del dafio hepatico que se
observé luego del tratamiento repetido con K,Cr,O- fue la generacion de ascitis. La ascitis
es la acumulacion excesiva de liquido dentro de la cavidad peritoneal y representa un
estado de retencion corporal total de sodio y agua, siendo su causa mas frecuente la
cirrosis (Lira et al., 2007; Roman, 2007). Relacionado a este régimen de administraciones
repetidas, Laborda et al. (1986) trataron intraperitonealmente a un grupo de ratas Wistar
tres veces por semana con 2 mg/Kg de cloruro de cromo [Cr(lll)] y otro grupo con 2 mg/Kg
de cromato de sodio [Cr(VI)] también tres veces por semana, durante un periodo de 15 a
60 dias. Estos autores identificaron que ambos tipos de compuestos generaban dafio
hepatico, siendo mas evidente y en menor tiempo en los animales tratados con Cr(VI).
Asimismo, notaron que el Cr(VI) desarroll6 mayor toxicidad en los animales, ya que
ninguno sobrevivié las 8 semanas y que por esta via se producia trasudado ascitico
debido a cirrosis hepética y posiblemente a un bloqueo postsinusoidal, lo cual causé la
muerte de los animales. De acuerdo con esto, el K,Cr,O; podria estar actuando de una
manera similar, pero al ser dosis mas altas y cada 24 h la toxicidad efectuada es mucho
mayor y los efectos nocivos se aprecian en menor tiempo. Por otra parte, la
coadministracion con 400 mg/Kg de curcumina atenud la toxicidad inducida por el K,Cr,O-
evitando que los animales murieran, pero la dosis utilizada no fue suficiente para evitar
gue las ratas bajaran de peso, proteger al higado del dafio toxico inducido por el K,Cr,O-,
ni tampoco evité el desarrollo de ascitis. No obstante, en este punto debemos resaltar,
gue la curcumina protegioé probablemente a nivel renal ya que favorecié la disminucion en
las enzimas AST y LDH, asi como los marcadores de dafio renal.

El esquema de tratamiento de dosis Unica de K,Cr,O; por via i.p. (10 - 17.5
mg/Kg), resulté ser menos toxico para los animales luego de 24 h de exposicion, al no
afectarse la ganancia de peso ni la relacion entre el peso del higado y el corporal. Sin
embargo, el K,Cr,O- produjo dafio hepatico, favoreciendo la liberacion de ALT y AST de
los hepatocitos al torrente sanguineo, asi como la formacién de liquido ascitico. En este
caso no se ocasiond nefrotoxicidad a las ratas tratadas con K,Cr,0O;, como se demostré al
evaluar los marcadores de dafio en plasma y orina. De modo similar, Kim y Na (1991)
utilizando Na,Cr,0O; no observaron dafio nefrotdxico por via i.p. incluso a la dosis de 30
mg/Kg. En este esquema, el pretratamiento con 400 mg/Kg de curcumina protegié a los

animales contra el dafio hepético inducido por el K,Cr,0O-.
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Por lo tanto, la administracién de una sola dosis de 15 mg/kg de K,Cr,O; por via
I.p. fue seleccionada para establecer el modelo de hepatotoxicidad y de esta manera se
evalué el dafio histolégico, los marcadores de dafio asociados a estrés oxidante y
actividad de enzimas antioxidantes en los homogenados de higado asi como en las
mitocondrias, ademas de la funcion mitocondrial. También se reconocié que la curcumina
a la dosis de 400 mg/Kg atenta o evita esta toxicidad.

Asi, en el modelo de hepatotoxicidad inducida por el K,Cr,O; fue evidente la
disminucion en la ganancia del peso corporal, el peso del higado y la proporcion hepatica,
el incremento en las actividades de ALT, AST, LDH y ALP, las alteraciones histolégicas y
la presencia de ascitis. Kumar y Roy (2009) también encontraron que el cromo provoca la
disminucién en la ganancia de peso corporal, el peso del higado y en la proporcién
hepatica. Mientras que el incremento en plasma de las actividades de ALT, AST y ALP es
indicativo de dafio hepatocelular debido a la disrupcién de la membrana plasmatica y la
liberacion de las enzimas intracelulares al torrente sanguineo (Amacher, 1998; Hassan et
al., 2012). El incremento en la actividad de ALP esta relacionado con dafio a los
canaliculos biliares y sugiere la obstruccion mecénica del ducto biliar, colangitis
esclerosante primaria, cirrosis biliar primaria o hepatitis inducida por farmacos (Herlong,
1994). EIl tratamiento con K,Cr,O; significativamente aumentd la actividad de estas
enzimas de manera tiempo dependiente. La LDH en plasma es un marcador presuntivo
de lesiones necrdéticas en los hepatocitos (Kalayarasan et al., 2008). El pretratamiento con
curcumina previno el incremento en las alteraciones mencionadas, demostrando el efecto
hepatoprotector de la curcumina contra el dafio inducido por el K,Cr,O;. Estos
descubrimientos son compatibles con los resultados de otros estudios usando curcumina
contra la toxicidad hepatica inducida por hierro (Reddy y Lokesh, 1996), o la fibrosis
hepatica inducida por tioacetamida (Wang et al., 2012). En el higado de las ratas tratadas
con K,Cr,0O; se observaron anormalidades histolégicas de manera tiempo dependiente
correspondiendo con el incremento en la actividad de las enzimas plasméaticas. Las
alteraciones redox causadas por agentes oxidantes como los compuestos de Cr(VI), ha
sido demostrado que inducen apoptosis y necrosis en hepatocitos y otros tipos celulares
(Han et al., 2006). De esta forma, el antioxidante curcumina previno el dafio estructural
inducida por el K,Cr,O;, preservando la arquitectura normal en el tejido hepético y
protegiendo a los hepatocitos de las ERO. En estudios previos se ha demostrado que la

curcumina protege contra cambios histolégicos en higado inducidos por agentes toxicos

63



como el tetracloruro de carbono (Fu et al., 2008), acetaminofén (Kheradpezhouh et al.,
2010) o cipermetrina (Sankar et al., 2012).

El Cr(VI) induce estrés oxidante a través de la produccion exacerbada de ERO
ocasionando dafio en el ADN gendmico, lipidos y proteinas (Bagchi et al., 2002a). La
lipoperoxidacion genera una amplia variedad de productos terminales, incluyendo MDA, el
cual es usado como un marcador de dafio oxidante. El MDA puede dafiar a su vez, a
proteinas y lipidos (Adly, 2010). Mientras que, la formacién de proteinas oxidadas es uno
de los aspectos mas destacados del estrés oxidante y los grupos carbonilo (aldehidos y
cetonas) son producidos sobre las cadenas laterales de las proteinas cuando son
oxidadas (Dalle-Donne et al., 2003). Los resultados obtenidos hacen evidente que el
K>Cr,0O; incrementd la lipoperoxidacion y las proteinas oxidadas reflejando el dafio
oxidante hepatico. El pretratamiento con curcumina pudo prevenir el dafio oxidante
inducido por el K,Cr,0O; debido a que es considerada un agente antioxidante bifuncional
ejerciendo efectos directos al atrapar radicales "OH, O," y peroxilos (Tuba y llhami, 2008)
y efectos indirectos induciendo la expresién de enzimas antioxidantes (Dinkova-Kostova y
Talalay, 2008).

El GSH es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) responsable de la
proteccibn contra ERO y otras especies reactivas, y de la eliminacién de toxinas
endogenas y exdgenas de naturaleza electrofilica (Lushchak, 2012). La disminucién del
contenido de GSH reduce la capacidad antioxidante, favoreciendo el estrés oxidante
(Gutierrez et al., 2006; Whillier et al., 2011). Las ratas tratadas con K,Cr,O; presentaron
bajos niveles de GSH en comparacion con el control, como consecuencia del estrés
oxidante inducido por este agente. Soudani et al. (2011) sefial6 que esta disminucion en
los niveles de GSH podria deberse a su consumo al atrapar a los radicales libres
generados por el K,Cr,0-. El pretratamiento con curcumina restaur6 los niveles de GSH,
de manera similar a informes previos que han demostrado la efectividad de la curcumina
en re-establecer el contenido de GSH en el higado de ratas expuestas a paracetamol
(Farghaly y Hussein, 2010) o aflatoxinas (EI-Agamy, 2010).

Las enzimas antioxidantes son mecanismos protectores importantes contra las
ERO. La SOD cataliza la dismutacion de O,"a O, y a la especie menos reactiva H,O,. Los
peroxidos pueden ser degradados por CAT o GPx (Matés et al., 1999). La GR convierte
GSSG a GSH usando NADPH, mientras que GST cataliza la conjugacion de especies
electrofilicas con GSH (Elia et al., 2006). El K,Cr,0O disminuyd la actividad de SOD, CAT,

GPx, GR y GST principalmente 48 h después del tratamiento. Este efecto puede ser
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secundario a la disminucién en los niveles de las enzimas (secundario a cambios en la
sintesis y degradacion de enzimas) o a la disminucién en la actividad sin cambios en los
niveles enzimaticos (p. ej. dafio por estrés oxidante) (Whillier et al., 2011). En este
contexto, Kalayarasan et al. (2008) postulé que el K,Cr,O- produce altos niveles de of O,”
el cual supera la actividad enzimética y provoca la caida en su concentracion en el tejido
hepatico. El pretratamiento con curcumina restableci6 la actividad de las enzimas
antioxidantes a la normalidad en los animales expuestos al K,Cr,O;, como se ha
observado en diferentes estudios de hepatoproteccion de la curcumina contra la toxicidad
por arsenito de sodio (El-Demerdash et al., 2009), acrilonitrilo (Guangwei et al., 2010),
cloroquina (Al-Jassabi et al., 2011) o triéxido de arsénico (Mathews et al., 2012). Ademas,
Igbal et al. (2003) encontré que la curcumina incrementa muchas enzimas citoprotectoras,
especialmente en el higado.

La administracién de una sola dosis de 15 mg/kg de K,Cr,O; por viai.p a las 24 h
no causd dafo estructural, estrés oxidante o algin efecto sobre la actividad de las
enzimas antioxidantes en cerebro, corazén, pulmén, estémago, intestino, bazo y
pancreas. En el rifién, la coadministracién con curcumina y Cr(VI) favorecié el incremento
en el contenido de GSH y de la actividad de las enzimas GPx, GR y GST. Al respecto,
diversos autores han descrito que la generaciéon de dafio oxidante en el cerebro requiere
altas dosis de K,Cr,O; y administraciones repetidas por via oral (Travacio et al., 2000;
Bagchi et al., 2002a; Nudler et al., 2009). Taylor et al. (2003) utilizaron ratas Sprague-
Dawley, a las cuales instilaron por via intratraqueal con humos que contenian 2 mg/rata
de cromo soluble en suspension e identificaron que al tercer dia se incrementaba la
lipoperoxidacion en el pulmon. Kim y Na (1991) encontraron nefrotoxicidad en rifion con la
dosis de 30 mg/Kg de K,Cr,O; al administrar a las ratas por via i.p. De Flora et al. (1987)
demostraron que los jugos gastricos reducen significativamente la absorcién del cromo
proporcionando una barrera protectora contra la toxicidad inducida por este metal. La
produccion de efectos oxidantes en el intestino requiere altas dosis de K,Cr,O; por via
oral (1001500 mg/Kg) (Sengupta et al., 1990; Arivarasu et al., 2008). Ademas, la
microflora intestinal protege contra la toxicidad inducida por el cromo (Upreti et al., 2004,
Shrivastava et al., 2005). La dosis de CrO; de 8 mg/Kg por via i.p. y la administracion
repetida por 28 dias induce dafo esplénico (Dey y Roy, 2009). Mientras que, la dosis
Unica de 50 mg/Kg de K,Cr,O; por via i.p. induce dafio oxidante en pancreas (El-Saad et
al., 2010).
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Los hepatocitos son normalmente ricos en mitocondrias y cada hepatocito contiene
cerca de 800 mitocondrias ocupando alrededor del 18% del volumen celular del higado
(Wei et al., 2008). Las mitocondrias son blanco de la toxicidad inducida por metales y en
muchos casos esté relacionada con estrés oxidante y disfuncién mitocondrial (Konigsberg
et al., 2001; Vatassery et al., 2004; Pardo-Andreu et al., 2009; Roy et al., 2009). Ademas,
las mitocondrias son la principal fuente intracelular de ERO como subproductos del
consumo de oxigeno molecular en la cadena de transporte siendo estas mismas
susceptibles de ser oxidadas, sin embargo, poseen un efectivo sistema antioxidante
(Navarro y Boveris, 2004; Jurczuk et al., 2006).

Los resultados experimentales en mitocondrias aisladas de ratas tratadas con
K,Cr,0O; demostraron un incremento de lipidos y proteinas oxidadas, deplecién de GSH y
reduccion en las actividades de enzimas antioxidantes siendo este efecto mas consistente
después de 48 h de exposicion. Estos efectos del K,Cr,O; sobre las mitocondrias
concuerdan con estudios previos (Jasso-Chavez et al., 2010; Rembacz et al., 2012). Por
su parte, la curcumina exitosamente previno el dafio oxidante y las alteraciones
ocasionadas por el K,Cr,O; sobre las actividades de las enzimas antioxidantes en las
mitocondrias. La curcumina puede proteger a las mitocondrias hepaticas de la
lipoperoxidacién y la oxidacion de proteinas inducidas por las ERO donando atomos de H
de sus grupos fendlicos y metilénicos del motivo B—dicetona (Priyadarsini et al., 2003; Wei
et al., 2006), aumentando los niveles de GSH (Zhu et al., 2004; Gonzéalez-Salazar et al.,
2011), o incrementando las defensas citoprotectoras, de manera similar a como actta en
otros modelos experimentales (He et al., 2012; Waseem et al., 2013).

El estrés oxidante genera disfuncion mitocondrial, disminuyendo el consumo de
oxigeno y la produccién de ATP, alterando la homeostasis del calcio, oxidando lipidos,
proteinas y ADN, abriendo el PTPm, modificando la expresion de enzimas antioxidantes e
incrementando la expresion y/o unién de numerosos factores de transcripcion al ADN
(Calabrese et al., 2005; Lin y Beal, 2006; Oliveira et al., 2006). Las alteraciones en el
consumo de oxigeno en el estado 3, el control respiratorio, la respiracion desacoplada, la
relacion ADP/O usando glutamato/malato; asi como los efectos negativos del K,Cr,O;
usando succinato sobre la respiracion en el estado 3 y la desacoplada, pueden asociarse
con la actividad oxidante del Cr(VI) sobre la bioenergética mitocondrial en el higado, la
cual tiene efectos nocivos al desviar electrones de los donadores electrénicos acoplados a
la produccion de ATP, y de la habilidad del Cr(lll), derivado de la reduccion del Cr(VI),

para formar complejos estables con los precursores y las enzimas involucradas en la
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sintesis de ATP (Debetto et al., 1982; Ryberg y Alexander, 1984). De esta manera,
también se explica la disminucion en el contenido de ATP en las mitocondrias hepéticas
de las ratas que fueron tratadas con el K,Cr,O;. Notablemente, el pretratamiento con
curcumina restauré la respiraciébn mitocondrial manteniendo la homeostasis redox o
protegiendo a los complejos respiratorios mitocondriales (Raza et al., 2008; Sivalingam et
al., 2008). Ademas, El-Maraghy et al. (2009) sugirieron que la curcumina restaura los
niveles de ATP evitando la oxidacion de los sustratos en un modelo de sobrecarga de
hierro.

El sistema de fosforilacién oxidativa se compone de cuatro complejos enzimaticos
(I-1V) que conforman la cadena respiratoria mitocondrial, y el complejo ATP sintasa
(complejo V), la cual usa la energia generada por el transporte de electrones a lo largo de
la cadena respiratoria para producir ATP (Shoubridge, 2001). Los resultados presentados
indican que el K,Cr,O; puede dafar la actividad de biomoléculas involucradas en la
fosforilacion oxidativa, particularmente a los complejos |, Il y V.

La NADH:ubiquinona oxidoreductasa (complejo 1) es un complejo enzimatico de
cerca de 40 subunidades embebidas en la membrana mitocondrial interna y tiene un
papel central en la produccién de energia en la cadena respiratoria, proveyendo alrededor
del 40% de la fuerza proton-motriz requerida para la sintesis de ATP. El complejo | acepta
electrones donados de sustratos ligados a NADH y después de una serie de reacciones
redox, los dona a la ubiquinona. (Efremov et al., 2010). La disfuncién del complejo | es el
defecto mitocondrial mas comun guiando a la célula a muerte y enfermedad (Gonzalez-
Halphen et al., 2011). La succinato:ubiquinol oxidoreductasa (complejo Il) cataliza la
oxidacion de succinato en la membrana interna de las mitocondrias. Ademas de su
funcidbn como una deshidrogenasa en el sistema respiratorio, el complejo Il juega un papel
importante en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Esta enzima es una proteina integral
de membrana que consiste de cuatro subunidades, las cuales son las responsables de
transferir los electrones de sustratos ligados a FADH a la ubiquinona (Miyadera et al.,
2003). Aunque los complejos | y Il son reconocidos como los suministros de ERO, en los
ultimos afios se ha establecido también que el complejo Il es un productor eficiente de
ERO, particularmente superoxidos (Yankovskaya et al., 2003; Ishii et al., 2005). Mientras
que, la ATP sintasa (complejo V) -también llamada F;F, ATPasa, o simplemente F-
ATPasa- esta presente en la membrana interna de las mitocondrias eucarioticas. Es una
enzima motora que termina la fosforilacion oxidativa mediante la sintesis de ATP a partir

de ADP y fosfato. Debido a la reversibilidad termodinamica y mecanica, la ATP sintasa se
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convierte en una F;Fy-ATPasa favoreciendo la hidrélisis de ATP y el bombeo de protones
bajo condiciones de colapso parcial o total del gradiente de protones, por ejemplo, durante
la isquemia en las mitocondrias (Garcia-Trejo y Morales-Rios, 2008).

Rossi y Wetterhahn (1989), determinaron en particulas submitocondriales que los
complejos I, Il y IV son los sitios de la cadena de transporte de electrones donde se
efectda la reduccion del Cr(VI). No obstante, Fernandes et al. (2002), demostraron, en
mitocondrias hepaticas aisladas tratadas con K,Cr,O;, que el Cr(VI) interfiere con la
bioenergética mitocondrial induciendo perturbaciones en los complejos | y Il del sistema
de transporte de electrones, asi como en el sistema de fosforilacion (complejo V). Estos
efectos se han asociado con la reduccion del Cr(VI), al sustraer electrones del sistema de
transporte de electrones mitocondrial (Debetto et al., 1982). Las actividades de los
complejos Il y IV no presentaron alteraciones. Por otra parte, Ryberg y Alexander (1984),
identificaron en mitocondrias hepdaticas aisladas expuestas a cromato de sodio, que los
grupos tioles del complejo | pueden ser directamente oxidados por el Cr(VI) al reducirse a
Cr(ll) inhibiendo de esta manera la respiracion mitocondrial. Posteriormente, Ryberg y
Alexander (1990) indicaron que la toxicidad del Cr(VI) en la mitocondria puede deberse a
la deplecion del NADH como resultado de la oxidacién directa por el Cr(V), asi como a la
disminucion en la formacion de NADH debido a la inhibicién especifica de la enzima a-
cetoglutarato deshidrogenasa inducida por Cr(VI).

Por otro lado, el pretratamiento con curcumina preservd la actividad de los
complejos posiblemente atrapando ERO, evitando la oxidacion de los grupos tioles de los
complejos de la cadena de transporte de electrones, asi como la oxidacion del NADH.
Ademas, la curcumina podria interferir con la reduccion del Cr(VI) y de esta manera evitar
la inhibicién del complejo V por el Cr(lll). Recientemente, se ha descrito que la curcumina
atenta la disminucion en la actividad de los complejos I, Il y V inducida por K,Cr,O; en un
modelo de nefrotoxicidad (Molina-Jijon et al., 2011), asi como también evitd la pérdida de
actividad del complejo | en un modelo de neurotoxicidad generada por peroxinitrito (Mythri
et al., 2011). También, la curcumina restaurd las tasas de respiracion asociadas a los
complejos I, Il 'y IV en un modelo de cardiotoxicidad producida por catecolaminas (Izem-
Meziane et al., 2012).

El término transicion de la permeabilidad mitocondrial (TPM) se refiere a un
aumento brusco en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a los solutos de
bajo peso molecular. Debido a las fuerzas osmoticas, la TPM es paralela a una entrada

masiva de agua en la matriz mitocondrial, lo que eventualmente conduce al colapso
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estructural del organelo. Ademas, la TPM parece estar mediada por la apertura del PTPm,
una entidad supramolecular anclada en las uniones entre las membranas mitocondriales
interna y externa (Bonora et al., 2013). El tratamiento con K,Cr,O; causo la apertura del
PTPm en las mitocondrias hepéticas, ocasionando la despolarizacion del potencial de
membrana mitocondrial, el incremento en la concentracion del Ca** citosélico, el
hinchamiento de la matriz y la ruptura de la membrana mitocondrial externa. Esto Ultimo
favorecié la liberacion de moléculas proapoptéticas como el cit-c al espacio
intermembranal y al citosol. El pretratamiento con curcumina atendo marcadamente la
activacion del PTPm al proteger a las mitocondrias de los efectos nocivos generados por
el K,Cr,0;. La curcumina puede inhibir la induccién del PTPm debido a sus propiedades
antioxidantes que evitan la produccion del O,” y la peroxidacién lipidica que lleva a las
mitocondrias a estrés oxidante (Ligeret et al., 2004).

En conclusién, la curcumina protegié al higado de la toxicidad inducida por el

K,>Cr,0-, asociada con disfuncién mitocondrial (Figura 34).
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. CONCLUSIONES

El pretratamiento con curcumina puede prevenir la hepatotoxicidad inducida por
chr207.

El antioxidante curcumina evita la generacion de estrés oxidante inducido por K,Cr,O-
en el higado y en mitocondrias hepaticas.

La curcumina protege a las mitocondrias hepaticas de la disfuncion mitocondrial y
evita la apertura de PTPm inducidos por K,Cr,Ox.

La curcumina podria ser usada como un agente preventivo contra la intoxicacién por
Cr(VI).
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. PERSPECTIVAS

Identificar el mecanismo fisiol6gico, bioquimico y/o molecular por medio del cual el
K,Cr,0O- induce la generacion de la ascitis.

Reconocer en mitocondrias aisladas si la curcumina tiene efectos protectores contra el

dafio asociado con el estrés oxidante inducido por el K,Cr,05.

Evaluar el efecto preventivo de la curcumina contra el dafio hepético en poblaciones

ocupacional o ambientalmente expuestas a cromo.
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8. ANEXOS

8.1. Efecto del tratamiento con curcumina y/o K,Cr,0O; a la dosis de 15 mg/Kg (24 h)
sobre diversos 6rganos
8.1.1. Cerebro
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Fig. 1S Micrografias representativas de la corteza cerebral, de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). O,
oligodendrocito; N, neuronas; As, astrocitos; G, célula glial. H&E, 400X.

A B
2.01 0.259

< ’é\ T Tc@
(AR 0 ‘o 0.204
= § 157 T o8 T
33 N R S §0.15- _I_\
o £ 1.04 S £
o2 2z i N\
=8 \ \ S @ 010
oS 20
= = i =
g g 0.5 \ %\ 8 é 0.054

c

= 0.0- & - 0.00-

K,Cr,0; (24 h) - . + + K,Cr,0; (24 h) . - +

Curcumina - + - + Curcumina - +

Fig. 2S Marcadores de estrés en cerebro de los grupos estudiados. (A) control; (B)
curcumina; (C) K,Cr,07 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O5 (24 h). Promedio = EEM. n=4-5.
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Fig. 3S Actividad de enzimas antioxidantes en cerebro de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,07 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). Promedio +
EEM. n=4-5.
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8.1.2. Corazén

Fig. 4S Micrografias representativas del miocardio de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). CMC, células
musculares cardiacas; F, fibroblastos; C, capilares; TC, tejido conjuntivo. H&E, 400X.
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Fig. 5S Marcadores de estrés oxidante en corazon de los grupos estudiados. (A) control;
(B) curcumina; (C) K,Cr,07 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O7 (24 h). Promedio + EEM. n=4-
5.
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EEM. n=4-5.
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8.1.3. Pulmén
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Fig. 7S Micrografias representativas del tejido pulmonar de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). Ne,
neumocitos; Br, bronquiolo; ECC, epitelio con células calciformes; Al, alvéolos; FL, foliculo
linfatico; PAI, pared alveolar; AP, arteria pulmonar. H&E, 200X.
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Fig. 88 Marcadores de estrés oxidante en pulmén de los grupos estudiados. (A) control;
(B) curcumina; (C) K,Cr,0- (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O (24 h). Promedio + EEM. n=4-
5.

104



1504 0.104
= T
0= N 008
© ©
D £ 1004 \ = T
g 2 S 2 0.064 =
2] o N
T & Ba \
T o> T 2 0.044
2 E 50 S E
~ o 4
< \\ < o \
0- 0.00- \
K,Cr,0; (24 h) - - + K,Cr,0; (24 h) +
Curcumina - + - Curcumina + -
C
0.104 0.0054
<
A . 0.084 g . 0.004+ T
og g
22 006 T S € 0003 -
o3 i B Y
o o 2
g a \ T o
T P oo T @ 0.0021 \
s £ S
£3 \ 53
o~ 4 ~ 4
< 0.02 < 0.001
0.00- b\ 0.000-
K,Cr,0; (24 h) - B + K,Cr,0; (24 h) . +
Curcumina - + - Curcumina + -
0.0204
&
o ’g? 0.0154 _—T—
i T
o
o & 0010 x
©
- @
= £ \
z3
5 <= 0.0051
<
0.000-
K,Cr,0, (24 h) - - + +
Curcumina - + - +

Fig. 9S Actividad de enzimas antioxidantes en pulmén de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). Promedio *
EEM. n=4-5.
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8.1.4. Rifion
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Fig. 10S Micrografias representativas de la corteza renal de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,0O7 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). TD, tabulos
distales; Gm, glomérulos; CB, capsula de Bowmann; TP, tubulos proximales. H&E, 400X.
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Fig. 11S Marcadores de estrés oxidante en rifidn de los grupos estudiados. (A) control;
(B) curcumina; (C) K,Cr,07 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O7 (24 h). Promedio + EEM. n=4-
5. ’p<0.05 vs. K,Cr,07 (48 h).
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Fig. 12S Actividad de enzimas antioxidantes en rifiébn de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). Promedio +
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8.1.5. Estobmago
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Fig. 13S Micrografias representativas de la tanica mucosa del estobmago de los grupos
estudiados. (A) control; (B) curcumina; (C) K,Cr,07 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O7 (24 h).
GF, glandulas fundicas; Cl, corion interglandular; CA, células adelomorfas o principales;
CD, células delomorfas o accesorias. H&E, 400X.
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Fig. 14S Marcadores de estrés oxidante en estdmago de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,0O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). Promedio +
EEM. n=4-5.
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Fig. 15S Actividad de enzimas antioxidantes en estbmago de los grupos estudiados. (A)
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8.1.6. Intestino

m

Fig. 16S Micrografias representativas de la mucosa intestinal de los grupos estudiados.
(A) control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). GL,
glandulas de Lieberkiuhn; CC, células caliciformes; ClI, corion interglandular; MM, tejido

muscular de la mucosa. H&E, 400X.
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Fig. 17S Marcadores de estrés oxidante en intestino de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O (24 h). Promedio +
EEM. n=4-5.
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Fig. 18S Actividad de enzimas antioxidantes en intestino de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). Promedio *
EEM. n=4-5.
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8.1.7. Bazo

Fig. 19S Micrografias representativas del bazo de los grupos estudiados. (A) control; (B)
curcumina; (C) K,Cr,O7; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,O; (24 h). CM, corpusculo de
Malpighi (pulpa blanca); ACM, arteriola del corpusculo de Malpighi; Lb, linfoblastos; L,
linfocitos; M, macrofagos; SV, senos venosos (pulpa roja). H&E, 400X.
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Fig. 20S Marcadores de estrés oxidante en bazo de los grupos estudiados. (A) control;
(B) curcumina; (C) K,Cr,0- (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h). Promedio + EEM. n=4-
5.
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8.1.8. Pancreas

Fig. 22S Micrografias representativas de los acinos pancreéaticos de los grupos
estudiados. (A) control; (B) curcumina; (C) K,Cr,0O7 (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O; (24 h).
AcP, acinos pancreaticos; GZ, granulos de zimégeno; TCI, tejido conectivo interlobulillar;
CCA, células centroacinares; CS, células secretoras. H&E, 400X.
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Fig. 23S Marcadores de estrés oxidante en pancreas de los grupos estudiados. (A)
control; (B) curcumina; (C) K,Cr,0O; (24 h); (D) curcumina + K,Cr,0O (24 h). Promedio +
EEM. n=4-5.
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Fig. 24S Actividad de enzimas antioxidantes en pancreas de los grupos estudiados. (A)
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