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CAT Catalasa

CMC Carboximetilcelulosa

CoA Coenzima A

COX-2 Ciclooxigenasa 2

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA o ADN  Acido desoxirribonucleico

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EEM Error estandar

ERNs Especies reactivas de nitrégeno
EROs Especies reactivas de oxigeno
EtOH Etanol

FF Fraccioén de filtracion

G-6-PDH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GFR Tasa de filtracion glomerular

GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

GST Glutation S-transferasa

H&E Hematoxilina y eosina
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I.p. Intraperitoneal
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MAP Presion arterial media
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Resumen

La insuficiencia renal aguda (IRA) es una enfermedad caracterizada por una
disminucion abrupta de la funcion renal debido a diversos factores que afectan la
homeostasis de liquidos y electrolitos y la eliminacion de productos terminales del
metabolismo. En la actualidad diversos informes hospitalarios describen un
incremento en la incidencia de este padecimiento, principalmente debido al estilo
de vida sedentario, una dieta poco saludable asi como al consumo o exposicion a
agentes toxicos. Por eso es importante determinar nuevos enfoques de
acercamiento al tratamiento y prevencion de la IRA. Lo anterior apoyandose en
modelos experimentales como el uso de maleato como inductor de dafio tubular,
el cual esta claramente asociado a la progresiéon de la IRA con el estrés oxidante.
El objetivo de esta investigacion es evaluar si la administracion previa de un
agente antioxidante como la curcumina protege del dafio renal inducido por
maleato, un modelo del Sindrome de Fanconi. En el presente trabajo se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar durante 6 dias. Los animales se
dividieron en 4 grupos (n=7/grupo): Grupo 1: Control, las ratas se administraron
con el vehiculo carboximetilcelulosa (CMC), Grupo 2: Maleato, las ratas se
administraron con una sola dosis (400 mg/Kg) de acido maleico, Grupo 3:
Curcumina + acido maleico, las ratas se administraron con suspension de
curcumina por 5 dias antes de la inyeccion del acido maleico y Grupo 4:
Curcumina, las ratas se administraron intragastricamente con suspension de
curcumina en CMC (dosis de 120 mg/kg/dia por 5 dias). El dafio inducido se
determind mediante la medicion de parametros hemodinamicos (flujo sanguineo
renal, resistencia renal vascular y fraccion de filtracion), indicadores de funcion
renal (excrecion urinaria de sodio, proteinuria, glucosuria), parametros bioquimicos
(malondialdehido, 4-hidroxinonenal y proteinas oxidadas). El tratamiento con
curcumina disminuyé o normalizé significativamente los valores alterados por el
maleato ademas de prevenir la disminucion de la actividad enzimatica de la
superéxido dismutasa (SOD) y la expresion del factor de transcripcion relacionado

con el factor nuclear eritroide 2p45 (Nrf2). En conclusion, la curcumina presentd un



efecto protector frente al dafio renal inducido por maleato lo que se asocio con la

prevencion del dafio oxidante.

“EFECTO DE CURCUMINA SOBRE LA NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR
MALEATO”
1. Introduccién

1.1. Insuficienciarenal aguda (IRA)
Una de las mas importantes funciones del rifion es la homeostasis de fluidos y
electrolitos, la regulacion de la presion sanguinea y la filtracion y excrecion de
productos de desecho del metabolismo que ya no son necesarios como la urea
(del metabolismo de los aminoacidos), la creatinina (creatina muscular) y el 4cido
arico (del metabolismo de los acidos nucleicos) (Guyton y Hall, 2001). Los niveles
elevados de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina sirven como
indicadores de la disminucién de la funcion renal, especificamente de la
depuracion de estos productos de desecho del metabolismo (Basile et al., 2012a).
La IRA es un sindrome que se caracteriza por la disminucién abrupta de la
filtracion glomerular que resulta en la incapacidad del rifibn para excretar
productos nitrogenados, concentrar la orina, conservar los electrolitos, y mantener
el equilibrio de liquidos (Schrier et al., 2004; Diaz de Led6n, 2005).
Segun el informe de egresos hospitalarios del Sistema Nacional de Salud, la IRA
es una de las principales causas de atencion hospitalaria, ocupa el 4° lugar en
hombres y el 10° en mujeres, con una tasa de 110 casos por cada 100,000
habitantes. La mortalidad hospitalaria en poblacion masculina representa el 10°
lugar mientras que en mujeres ocupa el 8° lugar (Diaz de Ledn, 2005; Lameire et
al., 2006; Li et al., 2013).
Clinicamente, la IRA puede ser agrupada en etiologia renales como la perfusion
renal sin dafio celular, isquemia, nefrotoxicidad, obstruccion renal tubular,
alteraciones tubulo intersticiales o glomerulares y dividida en tres grandes grupos
(Basile et al., 2012a; He et al., 2012):



1.1.1. IRA pre-renal: es la insuficiencia renal aguda secundaria a la
disminucion de la irrigacion sanguinea del rifion. Puede ser
consecuencia de:

a) Insuficiencia cardiaca, que reduce el gasto cardiaco y la presion
arterial.

b) Cuadros asociados a una disminucion del volumen sanguineo y de
la presion arterial.

1.1.2. IRA intrarrenal: secundaria a alteraciones dentro del propio
rifion, entre ellas las que afecta a los vasos sanguineos de los
glomérulos (glomerulonefritis aguda) y tubulos (necrosis tubular
aguda).

1.1.3. IRA post-renal: secundaria a una obstruccion del sistema
colector de la orina en un lugar entre los calices y el tracto de

salida de la vejiga.

1.2. Sindrome de Fanconi

El sindrome de DeToni-Debré-Fanconi, o simplemente sindrome de Fanconi (SF),
es el término que se designa a un grupo de enfermedades que presentan en
comun una disfuncién mudltiple del tubulo proximal, sin afectacién glomerular
primaria y que se caracteriza por un trastorno de la reabsorcion de glucosa,
aminoécidos, fosfato y con frecuencia también de bicarbonato (Rodriguez, 1996;
Roth et al., 1981), también una pérdida renal de &cido Urico y otros compuestos
organicos. Los sintomas cardinales del sindrome son hiperaminoaciduria,
glucosuria, hipercalciuria e hiperfosfaturia ante un nivel sérico normal. Otros
sintomas que pueden estar asociados son acidificacion renal, concentracion de la
orina y conservacion del potasio (Izzedine et al., 2003).

La etiologia del SF puede ser tanto de caracter hereditario como adquirido (Guyton
y Hall, 2001; Rodriguez, 1996; Izzedine et al., 2003)
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1.2.1. SF hereditario

a) ldiopatico primario: de caracter autosomico dominante,
recesivo o ligado a gen x en el cromosoma 15, causa no
identificable.

b) Idiopatico secundario: cistinosis, tirosinemia, sindrome de
Lowe, galactosemia, intolerancia a la fructosa, desérdenes de
almacenamiento de glucdgeno y citopatias mitocondriales.

1.2.2. SF adquirido

a) Enfermedad intrinseca renal: necrosis aguda tubular, nefritis
intersticial, nefropatia hipocalémica, mieloma, amiloidosis y
rechazo de trasplante.

b) Hiperparatiroidismo.

c) Drogas: cisplatino, ifosfamida, gentamicina, tetraciclina.

d) Toxinas: metales pesados, &cido maleico.

Los sintomas con los que cursa el SF son la eliminacion de grandes cantidades de

orina, en las que puede haber presencia de sodio (natriuria), fésforo, aminoacidos

(proteinuria) y que pudiera llevar a deshidratacion, dolor en los huesos, debilidad,

retraso en el crecimiento, osteomalacia, raquitismo, acidosis tubular renal tipo 2,

trasplante de rifién; enfermedad por precipitacion de las cadenas ligeras

(insuficiencia renal) y mieloma multiple (Sawas-Dimopoulou et al., 1996).

1.3. Maleato como inductor de SF

El acido cis-butenodioico o acido maleico, un compuesto organico dicarboxilico, es

el isébmero cis del acido fumarico, un sustrato que interviene en la via metabdlica

del ciclo del acido tricarboxilico o ciclo de Krebs (Carey, 2006; Nelson y Cox,

OH O
O OH

Figura 1. Estructura quimica del acido maleico.
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Normalmente se encuentra en su forma ionizada (maleato) y forma parte de
compuestos que tienen uso desde la industria automotriz (pinturas, lacas,
barnices), la industria farmacéutica (usado para formar sales de adicion que
ayudan a estabilizar farmacos) y en estudios bioguimicos como inhibidor de
transaminasas (Felthouse et al., 2001).

En estudios anteriores, se ha demostrado que la administracién de &cido maleico
causa, de manera reversible, un desorden en la reabsorcion tubular parecido al
que se presenta en el SF (Pedraza-Chaverri et al., 2006). Aunque no se sabe con
exactitud cual es el mecanismo de accion del &cido maleico, se ha encontrado que
su actividad en la nefrona es de tipo dosis dependiente y que afecta a los tubulos

en especial al tabulo proximal (Eiam-ong et al., 1995).

Espacio de Bowman
Capilar glomerular Arteriola aferente
Filtrado glomerular
Aparato yuxtaglomerular

_// Tabulo contorneado distal

Arteriola 3%
Eferente /

Tubulo
Tabulo colector
colector __cortical
Contomeag6 // N
N\ v I\
Tubulo proximal Asa de Henle o
N Gruesa \\\ 'g
Recto S
LY
3
—_—d Tubulo colector ‘@
Asa de Henle medular externo =
Delgada U
T
\/ Tubulo colector
\_/ medular interno
Conducto papilar \

Figura 2. Representacion de una nefrona; el circulo indica el blanco del acido
maleico.
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A nivel fisiologico el acido maleico inhibe la actividad de la ATPasa/sodio/potasio
(Na'/K*/ATPasa) cuya principal funcion es el transporte de solutos en el tlbulo
proximal, por lo que el defecto en el transporte de solutos es el mecanismo mas
probable por la cual el &cido maleico induce SF (Coor et al., 1997). Eiam-ong et al.
(1995) demostraron que el maleato disminuye la cantidad de adenosin trifosfato
(ATP) y la reabsorcién de bicarbonato, generando acidosis tubular en la corteza
renal; lo anterior debido a que el ATP es indispensable para la reabsorcién de
bicarbonatos por la bomba H*-ATPasa independiente de Na".

Al ser administrado en animales, el acido maleico es captado con relativa
selectividad por células del tubulo proximal mediante transportadores de aniones
organicos (OATs). Una vez que alcanza altos niveles intracelulares se ha
demostrado que el acido maleico puede actuar como aceptor de coenzima A
(CoA) en la reaccion catalizada por la succinil-CoA: 3-oxoacido-CoA transferasa
(SCOTasa) siendo el producto de dicha reaccion el maleil-CoA, que reacciona
espontaneamente con los grupos sulfhidrilo (-SH) en la CoA libre para formar un
compuesto de adicion, este producto se transforma en un tioéter estable e inerte
que resulta en una inactivacién completa de la molécula de CoA (Pacanis et al.,
1981). Lo anterior lleva a la subsecuente disminucién de CoA la cual es necesaria
para la formacion de ATP. Una disminucién en los niveles de CoA conlleva a una
baja produccién de ATP que conducir4 a dafio celular tubular (Eiam-ong et al.,
1995; Zager et al., 2008).

Adicionalmente, el maleato es capaz de conjugarse con el grupo -SH del glutation
reducido (GSH) provocando el agotamiento de GSH y un estrés oxidante tubular.
Dependiendo de la severidad de estos procesos, ya sea en el funcionamiento de
los transportadores o defectos en la filtracion o necrosis tubular, el resultado es
una falla renal como la IRA (Zager et al., 2008).

El modelo de IRA inducido por maleato ha recibido escasa atencion en la literatura
de IRA debido a que no hay un equivalente clinico de toxicidad por maleato, en
contraste con modelos de IRA como los inducido por glicerol, aminoglucésidos o
cisplatino. A pesar de la falta de correlacion clinica directa, el modelo de maleato

se ha utilizado porque responde a un esquema dosis-dependiente y porque posee
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una mayor especificidad por células del tabulo proximal y una disminucion de ATP
y GSH (Zager et al., 2008).

1.4. Estrés oxidante e IRA
1.4.1 Radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno
(EROs)

Como resultado del metabolismo celular se generan moléculas denominadas RL,
las cuales contienen en su estructura quimica uno o mas electrones desapareados
lo que les confiere una gran reactividad.
El oxigeno molecular es indispensable para organismos aerébicos como el aceptor
final de electrones del metabolismo de las células en la cadena respiratoria. Sin
embargo, el oxigeno resulta téxico bajo algunas condiciones de pérdida de la
homeostasis (Pedraza-Chaverri y Cardenas-Rodriguez, 2005).
La mayoria de los RL en sistemas biolégicos son EROs, las cuales son generadas
por metabolismo aerdbico; se forman principalmente por la ruptura o excitacion del
oxigeno, por la reduccion del oxigeno en la mitocondria (Pedraza-Chaverri y
Céardenas-Rodriguez, 2005; Vaziri et al.,, 2003) y como resultado de algunos
desordenes de inflamacion.
El exceso de citocinas y la estimulacion de células fagociticas son determinantes
para la formacion de EROs, debido a su reactividad pueden ser altamente
citotoxicas ya que pueden reaccionar o dafiar enzimas, lipidos de membrana y
acidos nucleicos (Himmelfarb et al., 2004).
Durante la cadena respiratoria, el paso de electrones puede generar
intermediarios reactivos, capaces de la adicion de un electron al oxigeno
molecular (O,) para formar el anién superéxido (O,”) (Rahman, 2007). Cuando la
velocidad de entrada de electrones en la cadena respiratoria y la velocidad de
transferencia de electrones a través de la cadena no estan ajustadas, aumenta la
formacion del O,", este radical actiia sobre la aconitasa liberando Fe?* (hierro II)
gue cataliza la reaccion Fenton, la cual conduce a la formacion del radical hidroxilo

(OH"), una especie alin mas reactiva (Nelson y Cox, 2009).
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El peroxido de hidrégeno (H.0O,) es formado por la enzima superoxido dismutasa
(SOD), aunque no es un radical libre, tiene una gran lipofilicidad que le permite
atravesar las membranas celulares y reaccionar con el O,” en presencia de
metales de transicion, para generar el OH' (Pedraza-Chaverri y Cardenas-
Rodriguez, 2005).
1.4.2 Estrés oxidante
Naturalmente el organismo cuenta con sistemas para impedir el dafio causado por
los RL; al desequilibrio entre la produccion de RL y los mecanismos de defensa
enddgenos se le denomina un estrés oxidante (Sung et al., 2013).
Como consecuencia de una desregulaciébn en la respuesta inflamatoria en
pacientes con IRA se dispara la formacion de RL y con ello el estrés oxidante. La
falla renal es por si misma reconocida como un estimulo adicional para el estrés
oxidante. Un acrecentado estrés oxidante es considerado un mecanismo
patologico importante en el desarrollo de lesién renal tubular isquémica y téxica
(Himmelfarb et al., 2004).
El estrés oxidante conduce frecuentemente al dafio oxidante el cual se puede
hacer evidente evaluando los siguientes parametros (Noiri et al., 2001):
1. Peroxidacion de lipidos: los enlaces dobles de las cadenas de los &cidos
grasos poliinsaturados presentes en la membrana, son muy vulnerables
a las reacciones con EROs, como resultado de la peroxidacion se
obtiene una exaltada permeabilidad de la membrana de las células, que
en ocasiones tiene graves efectos sobre la estructura y funcionamiento.
Por ejemplo la elevada permeabilidad de las membranas de las células
tubulares renales puede llevar a la pérdida de las funciones de
transporte, en las membranas de las mitocondrias un incremento en la
permeabilidad puede afectar la fosforilacion oxidativa y una
incrementada permeabilidad lisosomal puede resultar en la liberacion de
enzimas hidroliticas y una acelerada degradacion celular (Paller et
al.,1984; Melo y Cuamatzi, 2006).
2. Alteraciones en proteinas: el estrés oxidante puede causar dafios en la

integridad de proteinas estructurales o la pérdida de la actividad
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catalitica de las enzimas pudiendo llegar a interrumpir rutas metabdlicas.
Los efectos de las EROs sobre las proteinas pueden ser oxidacion de
residuos de aminoacidos, rompimiento de enlaces peptidicos Yy
agregacion entre proteinas (Berlett y Standtman, 1997; Pedraza-
Chaverri y Cardenas-Rodriguez, 2005).

3. Dafio oxidante al acido desoxirribonucleico (DNA): Un desarrollo
importante en los ultimos 20 afios ha sido la comprension de que el
dafio y mutacion del DNA surge de productos endogenos del
metabolismo celular. Las ERO generadas durante la reduccion del O
pueden atacar bases o residuos de desoxirribosa del DNA para producir
bases dafadas y rupturas en la cadena; alternativamente, las EROs
pueden atacar otros componentes celulares como lipidos, generando
reactivos intermediarios que reaccionan con el DNA para formar aductos
(Marnett, 2000; Sung et al., 2013).

En estudios recientes se ha demostrado que factores como una dieta poco
saludable y un estilo de vida sedentario, aumentan la produccién de EROs,
aunado a los factores ambientales (radiacion, exposicidbn a metales, pesticidas y
particulas en el aire) y genéticos, el estrés oxidante puede favorecer el desarrollo
de enfermedades como cancer, diabetes, aterosclerosis y desordenes

neurodegenerativos (Limén-Pacheco y Gonsebatt, 2008).

1.5. Sistemas antioxidantes.

En los organismos aerobios, el oxigeno es esencial para la produccion eficiente de
energia, pero paraddjicamente, produce estrés tdxico crénico en las células, al
formar EROs y RL (Limoén-Pacheco y Gonsebatt, 2008).

Para controlar los niveles de EROs y proteger a las células bajo condiciones de
estrés, los organismos aerobios cuentan con un sistema antioxidante que protege
al organismo con diversas enzimas que contrarrestan las EROs, enzimas
detoxificantes de productos de peroxidacion de lipidos, enzimas que regeneran las
formas activas de los antioxidantes y una red de antioxidantes de bajo peso
molecular (Blokhina et al., 2003).
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1.5.1. Antioxidantes enzimaticos.
Los organismos aerdbicos también sintetizan numerosas enzimas antioxidantes y
otras proteinas en un intento por minimizar el dafio oxidante, la mas conocida de
las enzimas es la SOD, que cataliza la conversién de moléculas de O," en H,0, y
O,, todos los miembros de la SOD utilizan metales de transicion en sus sitios
activos como cobre (Cu), zinc (Zn) y manganeso (Mn). El H,O, es claramente
toxico y debe ser removido rdpidamente, la conversién del H,O, la realizan dos
familias de enzimas, las glutation peroxidasa (GPx) y las catalasas (CAT). Las
GPx utilizan el poder reductor del GSH para llevar a cabo la reduccion del H,O, en
H.O y O; una vez que la GPx esta en su forma inactiva tras la reduccion de la
molécula de H,O, la enzima concomitante glutation reductasa (GR) utiliza
nicotinamida adenina dinucléotido fosfato (NADPH) para reducir el glutation
oxidado (GSSG) permitiendo la accién continua de la GPx. En la mayoria de las
células de mamiferos, la catalasa se encuentra casi exclusivamente en los
peroxisomas donde tiene como funcién la remocion del H,O, generado de la B-
oxidacion de acidos grasos. Ya que la difusion de H,O; al citoplasma es poco
probable, parece que la GPx metaboliza el H,O; citoplasmatico en condiciones de
estrés oxidante y la catalasa reacciona con el H,O; liberado de los peroxisomas
por peroxidacion de lipidos (Davies, 2000). Otra enzima protectora es la glutation
S-transferasa (GST), la cual cataliza la unién del GSH con moléculas electrofilicas,
ofreciendo una proteccion contra los xenobidticos electrofilicos incluidos los
carcinogénicos (Mannervik, 2012).
1.5.2. Compuestos antioxidantes no enziméaticos.

Las células utilizan una serie de antioxidantes que pueden o no ser endégenos y
gue no son de origen enzimatico ademas de que son de bajo peso molecular. Este
tipo de moléculas se pueden clasificar en dos grupos:

1. Antioxidantes directos: son moléculas que tienen la capacidad de

reaccionar directamente con los agentes oxidantes reduciéndolos e

inhibiendo asi la iniciaciébn o propagacion de la cadena de reacciones de

oxidacion. La vitamina C (acido ascorbico) y el acido urico son los

antioxidantes de fase acuosa mas importantes y la vitamina E (el mayor
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antioxidante de union a membrana), el B-caroteno y la ubiquinona son
agentes antioxidantes liposolubles (Davies, 2000). Por otra parte, existen
los antioxidantes directos con grupos tiol entre los que destaca el GSH.
Este antioxidante contiene un grupo tiol cuya reactividad quimica aunado al
potencial de oOxido-reduccion de la molécula, hacen que actie como un
efectivo aceptor de electrones. La naturaleza nucleofilica del grupo tiol es
importante en la formacibn de puentes mercapturo con metales y
electroéfilos (Xiang et al., 2001).

2. Antioxidantes indirectos: son moléculas que no reaccionan directamente
con los agentes oxidantes si no que promueven la transcripcién de enzimas
citoprotectoras mediante la via Kelch-like-ECH-associated protein 1
(Keapl)/ Factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2p45 (Nrf2)/
elemento de respuesta antioxidante (ARE) o Keapl/Nrf2/ARE; estos
antioxidantes no se consumen, tienen larga vida media y es improbable que
evoquen efectos pro-oxidantes. Ademas estan involucrados en una
interaccién funcional compleja, de tal manera que muchas proteinas
citoprotectoras participan en la sintesis y/o regeneracion de antioxidantes
directos (Dinkova-Kostova y Talalay, 2008).

El factor transcripcional Nrf2 es el que regula la expresion de genes
involucrados en la transcripcion de enzimas citoprotectoras involucradas en
la actividad antioxidante. En condiciones basales en la célula, el factor de
transcripcion Nrf2 interactia con la proteina anclada a la actina Keapl
(complejo Nrf2/Keapl) permitiendo que Nrf2 sea degradada por medio de
un proteosoma, manteniendo los niveles de expresion de antioxidantes
enzimaticos bajos (Nguyen et al., 2003).

Sin embargo, cuando las células estan expuestas a estrés oxidante, o bien
debido a un estimulo de una molécula exdégena como el antioxidante
indirecto, la proteina Nrf2 se libera de la proteina Keapl, migrando del
citoplasma al nucleo donde se une a la regién ARE (antioxidant response
element) transactivando la expresion de genes citoprotectores (Nyugen et
al., 2003).
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3. Antioxidantes bifuncionales: son aquellos antioxidantes que tienen la
capacidad de actuar directamente sobre el agente oxidante y de activar la
via Keapl/ Nrf2/ARE.

Genes
defensivos

Enzimas antioxidantes
de la fase Il

Deg radacién

m ;Peptldos

Proteosoma

Agente
quimiopreventivo

Estrés
quimico/oxidativo

Actina

Figura 3. Representacion de la via Keap1l/Nrf2/ARE.

1.6. Curcumina

Por aflos ha habido estudios basados en el uso de compuestos naturales
derivados de plantas como potenciales agentes terapéuticos para enfermedades
en el humano. La curcumina (diferuloilmetano, Fig. 4) es un compuesto
polifendlico con 70% de abundancia entre los curcuminoides extraidos de la raiz
de la Curcuma longa o turmérico, una planta de origen asiatico que pertenece a la
familia de las plantas conocida como Zingiberaceas (Trujillo et al.,, 2013;
Chattopadhyay et al., 2004).
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H;CO

Figura 4. Estructura quimica de la curcumina

En la medicina tradicional de la India estd documentado que la curcumina se ha
usado en el tratamiento de varias condiciones respiratorias como asma,
hiperactividad bronquial, alergia; asi como desordenes del higado, anorexia,
reumatismo y heridas en pacientes diabéticos (Trujillo et al., 2013). Se ha descrito
gue presenta propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, anticarcindégenicas y
antimicrobianas (Trujillo et al., 2013).

La curcumina es un solido de color amarillo-naranja poco soluble en agua pero
muy soluble en algunos disolventes como el etanol (EtOH), dimetilsulféxido
(DMSO) y acetona. En solucién se encuentra principalmente en forma endlica lo
que favorece la accion antioxidante al atrapar RL, aunque también se encuentra
en forma B-dicetona (Okada et al., 2001).

A nivel molecular, se ha demostrado que la curcumina modula una amplia gama
de moléculas de sefializacién. La curcumina puede regular a la alza o a la baja
estas moléculas dependiendo de la diana y contexto celular; estos blancos se
dividen en dos categorias: aquellos a los que la curcumina se une directamente y
aguellos cuya actividad es modulada indirectamente. Se incluyen entre los
objetivos indirectos a los factores de transcripcion (Nrf2) evidenciando una
actividad antioxidante indirecta, enzimas, mediadores de la inflamacion, las
proteinas cinasas, proteinas reguladoras del ciclo celular y proteinas de
supervivencia (Gupta et al., 2012).

En diversos estudios se ha demostrado que tiene una notable actividad como
antioxidante ya que puede neutralizar o eliminar diferentes especies de RL, oxido
nitrico (NO) y diéxido de nitrégeno (NO;) y EROs como O," y OHe demostrando
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su actividad directa como antioxidante (Trujillo et al., 2013; Gupta et al., 2012;
Okada et al., 2001).

La actividad de la curcumina como un eliminador de RL y antioxidante se ha
demostrado a partir de varios estudios in vitro, esta actividad puede surgir por el
grupo hidroxilo o el grupo metileno del resto de B-dicetona (Gupta et al., 2012).

En ensayos previos que implican un modelo de insuficiencia renal (IR) inducido
por ciclosporina, se ha demostrado que la administracion de curcumina produce
una respuesta dosis dependiente previniendo el aumento de BUN y creatinina
sérica, manteniendo estables los valores de depuraciéon de urea y creatinina
(Tirkey et al., 2005). En cuanto a estudios de estrés nitrosativo inducido, donde sin
tratamiento de curcumina los niveles de nitritos séricos y tisulares aumentaron, la
curcumina ofrecié proteccion al mantener estable, en dosis dependiente, estos
niveles tisulares y séricos (Tirkey et al., 2005; Reddy y Lokesh, 1992). Estas
tendencias permanecen en los estudios de peroxidacién de lipidos donde la
curcumina redujo considerablemente la peroxidacion de los lipidos con respecto a
animales no tratados con curcumina, en el modelo de IRA inducido por maleato.
En el perfil enzimatico, la curcumina mantiene de manera dosis dependiente la
actividad de las enzimas catalasa, SOD y GPx con respecto a animales con IRA'y
sin tratamiento de curcumina cuya actividad disminuy6. La curcumina per se no

modificé el perfil enzimético (Tirkey et al., 2005).
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2. Justificacion

Este proyecto explora una opcion alterna para disminuir la tasa de estrés oxidante
al usar un compuesto natural como la curcumina como sustancia antioxidante y
citoprotectora. Médicamente, el estrés oxidante esta presente en enfermedades de
importancia clinica como la IRA.

La IRA es una de las principales causas de ingreso y mortalidad de las Unidades
de Cuidados Intensivos y Servicios de Nefrologia en nuestro pais, pues afecta del
1 al 25% de los pacientes de estos servicios (Diaz de Ledn, 2005); aun cuando es
una enfermedad que se presenta de forma repentina y de condicion reversible,
hay una gran tasa de mortalidad que no es explicable por las condiciones de la
IRA si no porque la falla renal incrementa el riesgo de desarrollar complicaciones
severas no renales (Levy et al., 1996). Actualmente no existe un esquema
profilactico para la IRA por lo que solo se poseen medidas terapéuticas invasivas
para el tratamiento de la IRA y que no necesariamente eliminan o atentan otros

dafos inherentes al estrés oxidante y dafio celular.

3. Hipotesis
La administracion previa del antioxidante curcumina en ratas protegera al rifion del

dafio oxidante inducido por una inyeccién de maleato.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Evaluar si la administracién previa de curcumina protege del dafio renal inducido
por maleato.
4.2. Objetivos particulares
o Establecer el grado de dafo renal obtenido en los diferentes grupos del
modelo aplicado mediante la medicion de parametros hemodinamicos como
medicion de la presion arterial media, flujo sanguineo renal y filtracion

glomerular.
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e Comprobar que el modelo agudo de administracion de maleato simula SF
realizando los estudios bioquimicos de rutina para el diagnéstico de IR en
orina (sodio, proteinuria, depuracién de creatinina y glucosuria)

e Determinar el grado de lesion renal mediante estudios histolégicos y la
excrecion urinaria de N-acetil- B-D-glucosaminidasa (NAG) y de la
gelatinasa de neutroéfilos asociada a lipocaina (NGAL).

o Estudiar el grado de estrés oxidante mediante la determinacion de
marcadores de estrés y dafio renal como 4-hidroxinonenal (4-HNE),
malondialdehido (MDA) y proteinas oxidadas.

e Determinar la funcién antioxidante indirecta de la curcumina con un perfil de
actividad de la enzima antioxidante SOD y cuantificacion de los niveles del
factor de transcripcion Nrf2 por Western blot.

e Determinar si el tratamiento con curcumina modifica los paradmetros clinicos
inherentes a la nefrotoxicidad inducida por maleato respecto a un grupo sin

tratamiento previo de curcumina (grupo maleato).

5. Material y Métodos

5.1. Disefio experimental
Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar del bioterio del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH), con un peso corporal entre 200 y 300 g
divididas en 4 grupos (n=7/grupo) que se organizaron de la siguiente manera:

e Grupo 1: Control, las ratas se administraron con vehiculo
carboximetilcelulosa (CMC) via intragastrica.

e Grupo 2: Maleato, las ratas se administraron con una sola dosis (400
mg/Kg) de acido maleico via intraperitoneal (i.p.).

e Grupo 3: Curcumina + &cido maleico, las ratas se administraron
intragastricamente con suspension de curcumina (120 mg/kg/dia) en CMC
por 5 dias previo a la inyeccion del acido maleico (400 mg/Kg).

e Grupo 4: Curcumina, las ratas se administraron intragastricamente con

suspensién de curcumina en CMC a una dosis de 120 mg/kg/dia por 5 dias.
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Como se puede observar en la Figura 5, durante 5 dias previos a la administracion
de maleato, las ratas se administraron intrag4stricamente por sonda (dosis: 120
mg/kg/dia) con CMC al 0.5% o con una suspension de curcumina en CMC segun
el grupo correspondiente; la CMC es un disolvente organico que no tiene efectos
deletéreos al ser administrado por esta via. Para la dosificacion intragastrica se
utilizé una sonda de polietileno (PE) blando (PE-90, didmetro exterior 1,7 mm)
unida a una aguja 16G y una jeringa, todo el material se lavd y se esterilizd
previamente (Tapia et al., 2013; Ahmad, 2013).

Al dia cero (0), las ratas se administraron via i.p. con solucién salina isotonica
(SSI) estéril o con &cido maleico en SSI a una dosis de 400 mg/kg. La
administracion intraperitoneal se realizé con una aguja hipodérmica 30G (Ware et
al., 2011).

£ 'y ? Ratas macho Wistar

(C E \~ de 200 a 300 g (n=7 por grupo)

Uprot prot

vl
noloooo’a
-~

Grupo 1: Control, las ratas se administraron con vehiculo (CMC).

Grupo 2: Maleato, las ratas se administraron viai.p. con una
sola dosis (400 mg/Kg) de acido maleico.

Grupo 3: Curcumina + acido maleico, las ratas se administraron con
curcumina por 5 dias antes de lainyeccion del acido maleico.

Grupo 4: Curcumina, las ratas se administraron intragastricamente con
curcumina suspendida en CMC(120 mg/kg/dia) por 5 dias.

1 1 1 T T T 1

€. 4 -3 -2 -1 0 1 2

dias

Figura 5. Representacion esquematica del disefio experimental, donde Uprot es la
excrecion urinaria de proteinas en los diferentes periodos de tiempo.
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Una vez administradas via i.p., las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas
(Nalgene Company, Rochester, New York, USA) por 24 h para la recoleccion de la
orina y al dia uno las ratas se sacrificaron para obtener la muestra sanguinea y los
rifiones (Tapia et al., 2013). Todos los datos informados en esta tesis se
obtuvieron en muestrasa de animales sacrificados a las 24 h de la inyeccion de la
inyeccién del maleato.

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para la

experimentacion y atencién animal (NOM-062-Z00-2001).

5.2. Obtencion de muestras (rifidn, plasmay orina)

El dia de sacrificio, las ratas se anestesiaron utilizando pentobarbital sédico (60
mg/kg). Se obtuvo la sangre mediante la puncion de la arteria aorta abdominal
utilizando una aguja estérii 18G y una jeringa con heparina para evitar la
coagulacion. El plasma se obtuvo centrifugando las muestras de sangre a 3,000 x
g durante 10 min; el plasma se separ6 en alicuotas y cada una se guardo a -80°C.
Los rifiones se limpiaron con una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) a 4°C
por perfusion. Una vez limpios, se retiraron con el 100% de la masa renal
funcional, el rifidn izquierdo se separd en médula y corteza, ambas partes se
congelaron radpidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento para determinaciones de estrés oxidante y enzimaticas; el rifidn
derecho se fijo con paraformaldehido al 4% para analisis histolégico.

Para las muestras de orina, se midio el volumen total de orina en el tubo recolector

y se separ6 en dos o tres alicuotas de 3 mL colocadas a -20°C.

5.3. Medicion de la presion arterial media (MAP) y del flujo sanguineo
renal (RBF)

Para la medicién de MAP y RBF se utilizaron ratas macho Wistar (n=6-8/grupo), se

anestesiaron con pentobarbital sodico (30 mg/kg via i.p). Posteriormente el area

abdominal se rasurd y se coloco la rata en una tabla homeotérmica para mantener

la temperatura constante a 37°C. Se cateterizaron la traquea, las dos venas

yugulares, las dos femorales y la vejiga con tubos PE-240, PE-50, y PE-90,
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respectivamente). Las ratas se mantuvieron en condiciones euvolémicas por
infusion (10 mL/kg de peso corporal) de albumina sérica bovina (BSA) isotdnica
durante la cirugia, seguido de una infusién de SSI a 2.2 mL/h, la MAP se midi6
constantemente con un transductor de presion fisiolégica modelo (MLT844, AD
Instruments Colorado Springs, CO, USA) y los datos se grabaron en un sistema de
adquisicion de datos (Power Lab, AD Instruments, Colorado Springs, CO, USA). El
rifidn izquierdo se expuso y se colocd en un soporte de acrilico cubierto con un
algodéon impregnado en solucién Ringer. La arteria renal izquierda se coloco
dentro de una sonda de flujo ultrasonica de 2 mm, cubierto con un gel de
ultrasonido para registrar el RBF (Tapia et al., 2013). La resistencia vascular renal

(RVR) se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

RVR = RBF

5.4. Medicion de la filtracién glomerular (GFR)

La GFR se determiné por el método descrito por Davidson y Sacker (1963).

Fundamento: el método se basa en la medicion colorimétrica del polifructosan a
una longitud de onda de 620 nm. El polifructosan (Figura 6) es un polimero de
fructosa similar en estructura a la inulina, estos polisacaridos no son
metabolizados en la sangre humana y pasan a los rifilones sin ser modificados por
lo que son utilizados como parametro para medir la funcion renal. El polifructosan,
a diferencia de la inulina, es mas soluble en la orina evitando la formacion de

cristales.
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Figura 6. Estructura del polifructosan

Metodologia: para el ensayo se obtuvo una muestra de plasma basal,
posteriormente la rata se infundié con polifructosan al 5% en SSI a una velocidad
de 2.2 mL/h por un periodo de 60 min (con el fin de alcanzar el equilibrio),
transcurrido dicho tiempo se obtuvo una segunda muestra de plasma y después

de 30 minutos se obtuvieron muestras de orina y plasma (Toto, 1995)
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Al final del experimento los rifiones se lavaron y se perfundieron con PBS, ambos
rifiones se extirparon con el 100% de la masa renal funcional, se peso el rifidén
izquierdo y ambos rifiones se separaron en médula y corteza y se congelaron en

nitrdgeno liquido para su posterior procesamiento.

5.5. Excrecion urinaria de sodio (UNa)

La UNa se midi6 mediante la técnica de fotometria de flama.

Fundamento: Se basa en la medida de la emision de Radiacién electromagnética
(REM) emitida por un electrén previamente excitado con el calor de una llama. Las
transiciones electrénicas que se producen son caracteristicas de cada elemento,
por lo tanto, la longitud de onda (A) de la REM emitida da informacién cualitativa
(coloracion de la llama) y cuantitativa del mismo (medicién de la A) (Geller et al.,
1972; Meloche, 1956).

Metodologia: Las muestras de orina previamente diluidas 1:2 en agua

desionizada se analizaron mediante el fotbmetro de flama 1L943.

5.6. Excrecion urinaria de proteinas (proteinuria).
La medicién de las proteinas se realizé mediante la técnica de Bradford. Los datos
se expresaron en mg/24 h.
Fundamento: Método espectrofotométrico que se fundamenta en la interaccion
del colorante Azul de Coomasie G-250 (color pardo) con las regiones hidrofobas
de los residuos de arginina de las proteinas formando un complejo (proteina-

colorante) de color azul con méaximo de absorcion de 595 nm (Lott et al., 1983).
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Figura 7. Reaccion de Bradford

Metodologia: Las muestras se diluyeron 1:100 en agua desionizada con la
finalidad de que el valor obtenido se encontrara dentro de la zona lineal de la
curva estandar (Ley de Lamber-Beer). Para la determinaciéon se empled una curva
estandar de BSA en concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/uL; en un tubo
eppendorf con capacidad de 1.5 mL se adicion6 la cantidad de BSA segun la
concentracion del punto de la curva mas agua desionizada para completar 100 pL,
para los problemas se requirieron 100 pL de la muestra diluida, posteriormente se
adicionaron 900 pL del reactivo de Bradford previamente preparado (Azul de
Coomasie 0.01%, EtOH 4.7%, H3PO4 al 85%, filtrado con papel Whatman No. 31)
y se dejé incubar por 15 minutos. Al finalizar este tiempo se dispusieron 200 pL de
cada punto de la curva (por duplicado) y de las muestras en una microplaca y se
leyé a una longitud de onda de 595 nm en el equipo Biotek Synergy H1 Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader (Winooski, Vermont, USA) utilizando software de

analisis de Genb.
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5.7. Determinacion de creatinina.

La determinacion de creatinina se realizé mediante el ensayo colorimétrico basado
en la reaccion de Jaffé, la medicion se llevo a cabo en el laboratorio de bioquimica
del Departamento de Nefrologia del INCICH mediante el analizador de quimica
clinica automatizado ILAB300 plus (Instrumentation Laboratory, Colorado Springs,
CO, USA). Los valores se utilizaron para la correccion de datos en la
determinacion de NGAL.

Fundamento: Se basa en la formacion de un complejo colorido picrato-creatinina
en un medio alcalino, dicho complejo tiene un maximo de absorcién a 462 nm.
(Husdan y Rapoport, 1968).

o
. ON NO,
0N NO, OH 2 2
H3C\N/\:o /4 \ 2 p
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' 2 | NH
\o NO, /N\<
2 H4C \
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Creatinina Acido picrico Complejo picrato-
creatinina

Figura 8. Reaccion de Jaffé

5.8. Excrecion urinaria de glucosa (glucosuria).
La glucosuria se determiné mediante un método enzimatico utilizando el kit para
analisis de Glucosa-SL de Genzyme Diagnostics.
Fundamento: Se fundamenta en la deteccion del aumento de la absorbancia a
340 nm por la formacién de nicotinamida adenina dinucléotido (NADH) que es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra (Diaz-
Portillo et al., 1997) .
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Glucosa+ ATP M‘.’ ADP + Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
NADP* NADPH

6-fosfoglucano

Figura 9. Reaccion enzimatica que cataliza la hexocinasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G-6-PDH)

Metodologia: Se realiz6 una curva estandar de glucosa, para ello se disolvieron
600 mg de glucosa en 100 mL de agua desionizada y a partir de ahi se realizaron
diluciones para obtener por lo menos 5 puntos de la curva (300, 150, 75, 37.5,
18.75 mg/mL). En una microplaca se colocaron 2.5 uL de muestra o estandar y
250 pL de reactivo (Glucosa-SL); la microplaca se analizé a 340 nm mediante el
Equipo Biotek Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader utilizando

software de andlisis de Genb.

5.9. Osmolalidad urinaria
La osmolalidad urinaria evalla la concentraciébn de particulas presentes en la
orina. La medicion del punto de congelaciéon de una solucion esta relacionada con
la "concentracion osmotica” de esa solucion. La concentracion osmotica puede ser
definida como la concentracién de particulas de soluto por unidad de cantidad de
disolvente (Koumantakis y Wyndham, 1989). Se midi0 haciendo uso del
osmoémetro modelo 3D Advanced DigiMatic (Advanced Instruments, Inc.) en el
INCICH. El resultado se expresa como el numero de particulas (osmoles) por

kilogramo de agua presente.
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5.10. Determinacion de NAG

La actividad de la NAG se determiné mediante un método espectrofotométrico a
405 nm utilizando p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glucosaminido (Horak et al., 1981).

La NAG es una enzima lisosomal que se localiza en los tubulos renales; debido a
su alto peso molecular no se excreta de manera regular, por eso las altas
concentraciones urinarias tienen un origen tubular que sugiere dafio celular o
mayor actividad lisosomal (Espinoza-Sevilla et al., 2013).

Fundamento: Se basa en la medicion indirecta de NAG por medio de la deteccion
a 405 nm del p-nitrofenol formado como resultado de la hidrélisis del p-nitrofenil-D-

glucosaminido, catalizada por la NAG (Horak et al., 1981).

HO
o °O"°= N-acetil-B-D- HO

A\oH H0 glucosaminidasa
HO
HN CHy r
E/ \ NO2
. . . N-acetil-B-D- 4-Nitrofenol
4-Nitrofenil-N-acetil-3-D- glucosaminido Abs 405

glucosaminido

Figura 10. Reaccion colorimétrica entre el NAG y el 4-Nitrofenil-N-acetil-B-D-
glucosaminido

Metodologia: Se utilizaron muestras de orina diluidas 1:3 en PBS (50 mM, pH
7.4). Reactivos: 1) Amortiguador de citratos con p-nitrofenil-n-acetil-B-D-
glucosaminido (0.1 M, pH 4.4), 2) Amortiguador de carbonatos (0.2 M, pH 10.4).
Se rotularon tubos por duplicado para cada determinacién, blanco y muestra. Se

pipetearon en cada tubo:

Blanco | Muestra
Agua destilada (uL) 30 -
Reactivo 1 (uL) 450 450
Muestra (uL) - 30

Se agitdé y se incub6 en un Bafio Maria por 30 minutos, transcurrido este tiempo se

adicionaron 150 pL del reactivo 2 a ambos tubos como alcalinizante para detener
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la reaccion. Se pipetearon 200 yL de cada tubo en una microplaca y se realizo la
lectura a 405 nm en el Equipo Biotek Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate
Reader utilizando software de analisis de Genb.

Para calcular las unidades de NAG por muestra se ocup0 una curva estandar de
p-nitrofenol. Los valores obtenidos se expresaron en Unidad enzimatica (U)/24h.
La U se define como la cantidad de enzima requerida para catalizar la conversion
de un ymol de sustrato en un minuto (Nelson y Cox, 2009).

5.11. Histologia renal

Los rifiones fijados en paraformaldehido se deshidrataron en concentraciones
ascendentes de etanol, se embebieron en parafilm y se cortaron a 2 um de grosor
y subsecuentemente se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). Los cortes
fueron analizados por un patélogo (ciego al disefio experimental) usando un
microscopio de luz (AxioPhot 2, Zeiss) con un objetivo de 40x, se tomaron 8
microfotografias digitales de cada riidn (n=5-6/grupo). La evaluacién de la
necrosis tubular se realiz6 por un programa morfométrico automatizado
(AxioVision 4.8, Zeiss). Se calcul6 el area epitelial tubular total y el porcentaje de
dafio epitelial.

5.12. Determinacion de NGAL

La NGAL es una proteina de la familia de las lipocainas ligada a la gelatinasa de
neutrofilos, en especifico de los granulocitos. Tiene funciones como marcador de
inflamacion aguda; en el rifidn el acido ribonucleico (ARN) mensajero de NGAL se
libera con pocas horas de isquemia o dafio tubular toxico, por lo tanto la medicién
en orina de NGAL puede servir como marcador de lesién renal aguda (Ware, et
al., 2011).

Fundamento: El Western blot se basa en la identificacion quimioluminiscente de
una proteina especifica mediante su interaccién con una serie de anticuerpos, uno
de ellos conjugado a peroxidasa de rabano que en presencia de H,0O, degrada el
luminol emitiendo luz (Deverajan, 2010).
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Figura 11. Reaccion proteina-anticuerpo llevada a cabo en el Western blot
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Metodologia: Se precipitd la proteina de la orina utilizando una mezcla de
metanol y acetona, el botén se resuspendié en amortiguador Tris-Gli 0.25 M. Se
prepararon 30 pg de proteina precipitada y fueron cargados para la electroforesis
en geles prefabricados [Ready gel de Tris-acido clorhidrico (HCI) 12% o 4%-15%,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA]. Una vez acabada la electroforesis se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilo (PVDF) por
electrotransferencia. Para confirmar la transferencia se adiciond colorante rojo de
Ponceau seguido de un bloqueo de los sitios de union inespecificos remanentes
en la membrana. Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario (anti-
NGAL diluido 1:500) a 4°C durante toda la noche. Después de lavar con una
mezcla de amortiguador salino de Tris (TBS) con Tween 20 (TTBS), la membrana
se incubd con el anticuerpo secundario IgG anti conejo acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) (Cell Signalling, Danvers, MA, EUA). El revelado se realizo
utilizando un estuche de quimioluminiscencia (Immun-Star HRP, Bio-Rad
Laboratories). La quimioluminiscencia se registro y se cuantificé usando el sistema

de analisis de imagenes (Kodak Digital Science, Rochester, NY, EUA).
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5.13. Marcadores de estrés oxidante en corteza renal
Las muestras utilizadas para 4-HNE, MDA y proteinas oxidadas se obtuvieron por
homogenizaciéon de tejido renal en PBS 20 mM, pH 7.4 adicionado con
butilhidroxitolueno (BHT) 0.5 M, en una dilucién 1:10 p/v. Las muestras se
centrifugaron a 3,000 x g por 10 min, el sobrenadante se separ6 en alicuotas y se
guardo a -80°C. Adicionalmente a los homogenizados se les agrego un coctel de
proteasas (Halt Protease Inhibitor, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA)
ajustado a pH 7.2.
5.13.1. MDA y 4-HNE

El 4-HNE y el MDA son importantes compuestos téxicos formados de la
peroxidacién de lipidos, uUtiles para medir el dafio celular.

Fundamento: Esta técnica se fundamenta en la reaccion de un reactivo colorido
N-metil-2-fenilindol (1M-2F), con el MDA o el 4-HNE de una muestra de tejido a
45°C teniendo como resultado la formacion de un cromoéforo (carbocianina) con un

maximo de absorcion a 586 nm (Noiri et al., 2001; Houglum et al., 1990).

Jn e
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o H
MDA

Figura 12. Reaccion de determinacion de marcadores de peroxidacion de lipidos

Metodologia: El contenido de MDA se determind utilizando una curva de estandar
de 1,1-3,3 tetrametoxipropano (TMPO). La determinacion se llevé a cabo
utilizando las muestras y sus blancos, a cada muestra de homogenizado se afiadié
una mezcla 3:1 de acetonitrilo-metanol con una solucién de 1M-2F (10 mM), la
reaccion se inicio mediante la adicion de HCI al 37%, los blancos y las muestras

se incubaron a 40°C por 45 min. Después de esto las muestras se centrifugaron a
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3,000 x g por 5 min. La determinacion de 4-HNE se realiz6 utilizando la misma
técnica empleada para medir MDA, pero empleando acido metanesulfénico con
cloruro de hierro Ill en lugar de HCIl. En ambos casos, el blanco lleva la misma
cantidad de muestra, la mezcla de acetonitrilo-metanol y el HClI o &acido
metanesulfonico pero no el 1M-2F. El sobrenadante de cada tubo se pipetes a una
microplaca la cual se midi6 a 586 nm por el equipo Biotek Synergy H1 Hybrid
Multi-ModeMicroplate Reader utilizando software de analisis de Gen5. Los datos
se expresan como nmol 4-HNE o MDA /mg de proteina.

5.13.2. Proteinas oxidadas
Las ERO tienen un tiempo de vida muy corto y son dificiles de detectar de manera
directa, por ello una alternativa para evidenciar la presencia de estrés oxidante es
medir los productos estables finales de las reacciones oxidativas.
Fundamento: El método de las proteinas oxidadas o carboniladas da evidencia
indirecta de la actividad de las EROs y se basa en la reactividad de los grupos
carbonilo de las proteinas oxidadas con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para
formar un complejo proteina-hidrazona con un maximo de absorbancia a 370 nm
(Levine, et al. 1990).
H,N — NH — 2,4 — DNP

proteina —C =0 > proteina = N — NH — 2,4 — DNP + H,0

> , H;N—NH-—-24—DNP s
proteina — € = N — proteina > proteina =N —NH — 2,4 — DNP + H,0

Figura 13. Reaccioén entre los productos oxidados de las proteinas y la DNPH

Metodologia: Para el ensayo, los homogenizados se incubaron durante la noche
con sulfato de estreptomicina al 10% para eliminar los acidos nucleicos.
Posteriormente se siguié el método descrito por Levine et al. (1990), se tomaron
dos tubos de homogenizado, uno se marca como "muestra” y el otro como
"blanco”, a la muestra se le adicion6 DNPH 10 mM preparado en HCI| 2.5 M y al
blanco solo se le adicioné HCI 2.5 M. El contenido se mezcl6 a fondo y se
incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1 h. Los tubos se
agitaron de forma intermitente cada 15 minutos. Transcurrido el tiempo de

incubacion se adiciono el acido tricloroacético (TCA) al 20% a ambos tubos. Los
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tubos se centrifugaron a 3,500 x g durante 15 min para obtener el precipitado de
proteina, el sobrenadante se descarto y el precipitado se lavo una vez con TCA al
10% y se centrifugd. Finalmente los precipitados se lavaron tres veces con una
mezcla de EtOH: acetato de etilo (1:1, v / v) para eliminar DNPH sin reaccionar y
restos de lipidos. El sedimento final de proteina se disolvié en clorhidrato de
guanidina 6 M a 37°C durante 10 min. Los materiales insolubles se eliminaron por
centrifugacion. La absorbancia se midié a 370 nm en un lector Synergy H1 hibrido
Multi-modo de microplaca utilizando software de analisis de Gen5. El contenido de

carbonilo se expresé como nmoles de carbonilo / mg de proteina.

5.14. Bifuncionalidad de la curcumina: Actividad enzimatica y activacion

de Nrf2

5.14.1. Superoéxido dismutasa

Fundamento: El ensayo se basa en la determinacion indirecta de la actividad de
la SOD mediante la deteccion del formazan que es la forma reducida del azul de
nitrotetrazolio (NBT), la actividad de la SOD inhibe la reduccién del NBT al
formazén, al evitar que el radical superoxido actie sobre el NBT (Nandi y

Chatterjee, 1988).

Xantina 20, o S‘®—</ ”
©: ’ N=N

Xantina oxidasa WST-1formazan NG
i |
Acido urico 20.- 803 N~ /O/
2
H,0, l —O3S‘©_</ |

SOD =——> 0, + H,0,

Figura 14. Sistema generador de superoéxido y actividad de la SOD.

Metodologia: Para el ensayo se realiz6 una mezcla de reaccion (MR) que esta

constituida por: xantina (0.3 mM), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.6
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mM), NBT (150 uM), carbonato de sodio (Na,COj3) (400 mM), BSA (0.1%). Se
verificd que el sistema generador de O," funcionara midiendo la absorbancia a
560 nm de un tubo al cual se le adiciond la MR, PBS (50 mM pH. 7.0) y xantina
oxidasa (XO), se dejo incubar 30 min a 27°C y finalmente se adicioné CuCl, (0.8
mM) para detener la reaccion; este tubo representd el punto de referencia para el

calculo del ensayo. El ensayo completo se llevd a cabo de la siguiente forma:

Blanco de reaccion | Blanco de muestra | Muestra
MR (mL) 1.225 1.225 1.225
Muestra (pL) 250 250
PBS (pL) 275 25 -
XO (HL) 25
Incubacion 30 min a 27°C
CuCl, (pL) 500 500 500

Se pipetearon 200 L de cada tubo en una microplaca y se midio la absorbancia a
560 nm en un lector Synergy H1 hibrido Multi-modo de microplaca utilizando
software de analisis de Genb. El resultado se expresé en U/mg proteina.

5.14.2. Cuantificacion del factor de transcripcion Nrf2 (Western

blot)

Metodologia: La precipitacion y la electroforesis se realizaron de acuerdo al
procedimiento descrito para la determinacibn de NGAL. Una vez acabada la
electroforesis se transfiri6 a una membrana de PVDF por electrotransferencia.
Para confirmar la transferencia se adicion6 colorante rojo de Ponceau seguido de
un bloqueo de los sitios de union inespecificos remanentes en la membrana
mediante la incubacién con una solucién de leche en polvo sin grasa al 5% en
PBS 1X conteniendo 0.4% de Tween 20 por 1 h a temperatura ambiente. Se
incubaron las membranas con el anticuerpo primario (anti-Nrf2 diluido 1:500) a
4°C durante toda la noche. Después de lavar con TTBS (una mezcla de
amortiguador salino de Tris o TBS con Tween 20), la membrana se incubo con el
anticuerpo secundario IgG anti conejo acoplado a HRP 1:10,000 por 1 h. El

inmunoblot se revelé usando el agente de deteccién primaria de Western blot
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ECL™ (Amersham, GE Healthcare) y la quimioluminiscencia se detectdé en un
sistema de imagenes EC3 (UVP Biolmaging Systems). La densidad de la banda
de la proteina se cuantificdé por densitometria de transmision (Software UVP
Biolmaging System) (Farombi et al., 2008).

5.15. Analisis estadistico
Los valores estan expresados como media + EEM (error estandar), el analisis
estadistico de eleccion fue el ANOVA de una via. Cuando el valor de ANOVA fue
de p<0.05, se realizd la prueba comparaciones mduiltiples de Bonferroni. Una
p<0.05 se considero significativa. El andlisis estadistico se realizé con el software
Prism version 5.04 (Graph Pad Software, San Diego CA).

6. Resultados

6.1. MAP, RBF y RVR
La administracion de maleato y/o curcumina no modificé la MAP con respecto al
control (Figura 15).

Presion arterial media (MAP)
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Figura 15. Presion arterial media. Los datos se expresan como media + EEM,
n=7/grupo.
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En el grupo administrado con maleato hubo un decremento significativo en el RBF,
aproximadamente un 40%, en comparacion a los grupos administrados con
curcumina y el grupo Control (Figura 16). La curcumina previno esta disminucién
en el grupo Maleato + Curcumina (Figura 16). También se observé que la
administracion de curcumina (Grupo curcumina) no modific6 per se este

parametro.
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Figura 16. Flujo sanguineo. Los datos se expresan como media = EEM,
n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

El tratamiento con maleato indujo un incremento significativo en la RVR, mientras
que la administracién de curcumina previa a la administracién de maleato previno
los cambios hemodinamicos que alteran la RVR; la administracion per se de

curcumina no modificé estos parametros comparado con el Control (Figura 17).
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Figura 17. Resistencia vascular renal. Los datos se expresan como media £ EEM,
n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

6.2. Medicion de la GFR
La administraciéon de maleato y/o de curcumina no modificéd significativamente los

valores de GFR respecto al grupo control (Figura 18).
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Figura 18. Tasa de filtracion glomerular. Los datos se expresan como media *
EEM, n=7/grupo.
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En la Figura 19 se observd que la administracion de maleato tuvo un efecto sobre
la fraccidn de filtracion (FF) al incrementar de forma significativa la proporcién de
fluido que pasa el glomérulo y que alcanza los tubulos renales (Fraccion de

filtracion).
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Figura 19. Fraccion de filtracion. Los datos se expresan como media + EEM,
n=7/grupo. ANOVA de 2 vias. Grupo: a) p<0.05 vs. Control; b) p<0.05 vs. Maleato.

6.3. UNa

La administracion de maleato se asocid a una pérdida significativa de sodio por via
urinaria. En el grupo administrado previamente con curcumina (Mal+Cur) se
observd un efecto protector al evitar la pérdida urinaria de sodio; los valores
obtenidos del grupo Mal+Cur no presentaron diferencia significativa con los
valores del grupo Control. El grupo administrado sélo con curcumina, no presento
una alteracion en la excrecion urinaria de sodio en comparacion del Control
(Figura 20).
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Figura 20. Excrecion urinaria de sodio. Los datos se expresan como media + EEM,
n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

6.4. Excrecion urinaria de proteinas (Proteinuria)
Transcurrido el tiempo de tratamiento (24 h) se observé que la administracion
previa de curcumina disminuy6 los valores de proteinas excretadas en orina en

comparacion con el grupo Maleato (Figura 21)
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Figura 21. Proteinuria. Los datos se expresan como media + EEM, n=7/grupo.
Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.
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6.5. Glucosa en orina
La administracion de maleato resulté en el aumento de glucosa excretada en orina
(Figura 22). La administracion de curcumina antes de la inyecciébn de maleato
disminuyo6 los valores de glucosa en orina en comparacion al grupo maleato, sin
embargo la administracion de curcumina sin maleato no indujo un cambio

significativo en la excrecidn de glucosa en comparacion al control.
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Figura 22. Glucosuria. Los datos se expresan como media + EEM, n=7/grupo.
Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

6.6. Osmolalidad urinaria
La administracion de maleato indujo un aumento en la osmolalidad lo que indica
un aumento en la cantidad de solutos presentes en el filtrado renal, resultado que
es coherente con el aumento en la glucosuria (Figura 23). Los valores obtenidos
del grupo administrado previamente con curcumina indicaron un mecanismo

antagonista a los efectos del maleato al reducir los osmoles en orina.
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Figura 23. Osmolalidad urinaria. Los datos se expresan como media + EEM,
n=7/grupo. Grupo: a) p<0.05 vs. Control; b) p<0.05 vs. Maleato.

6.7. NAG
La administracion de maleato produjo un dafio renal agudo que se demostro por el
incremento en la excrecién urinaria del marcador de dafio renal tubular NAG
(Figura 24). Dicho dafio se previno con la administracion de curcumina previa a la

administracion de maleato.
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Figura 24. NAG. Los datos se expresan como media + EEM, n=7/grupo. Grupo: a)
p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato
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6.8. Histologia renal

En la Figura 25 se presentan las micrografias obtenidas de la corteza de rifién, en
la micrografia B se observa el dafio al epitelio tubular causado por el maleato, en
el analisis cuantitativo (Figura 26) se obtuvo que de cada 100 micras cuadradas de
epitelio tubular el 20% tiene dafio en el grupo de maleato. Por otra parte, en la
micrografia C se observa que la administracion previa de curcumina a la inyeccion

de maleato, disminuy6 a sélo 5.6% el dafio del epitelio tubular proximal.

Figura 25. Cortes histologicos con tincion de hematoxilina y eosina para evidenciar
necrosis tubular. Grupos: A) Control, B) Maleato, C) Mal+Cur, D) Control
Curcumina.
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Figura 26. Porcentaje de dafo epitelial tubular. Los datos se expresan como media
+ EEM, n=7/grupo. Grupo: a) p<0.0001 vs. Control; b) p<0.0001 vs. Maleato.

6.9. NGAL

El NGAL es un marcador util de inflamacion o dafio de los tubulos renales. En las
Figuras 27 y 28 se puede observar que la administracion de maleato aumento
significativamente la excrecion urinaria de la proteina NGAL al inducir dafio
tubular. La excrecion de NGAL se previno con la administraciéon de curcumina. La
administracion de curcumina sin maleato, no indujo un cambio significativo en la

expresion de NGAL comparado con el control.

NGAL

Control Maleato Maleato+Cur Curcumina

S — S S S S " — A \GA (23 kDa)

Figura 27. Western blot de la proteina NGAL
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Figura 28. Expresion de la proteina NGAL. Los datos se expresan como media *
EEM, n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato. UA =
Unidades arbitrarias

6.10. Marcadores de estrés oxidante
Para determinar el efecto del tratamiento con curcumina en nuestro modelo de IRA
inducido por maleato, se evalud el estrés oxidante. Los niveles de MDA y 4-HNE
se midieron para evaluar la peroxidacion de lipidos. Los niveles de MDA y 4-HNE
aumentaron en el grupo administrado con maleato; dicho aumento se previno en el
grupo administrado con curcumina antes de la inyeccion con maleato (Figuras 29 y
30). Para determinar la accion de las EROs en la oxidacion de proteinas se realiz
el ensayo de proteinas oxidadas (Figura 31) y se encontré un aumento en dichos
niveles el cual se previno con la administracion de curcumina antes del maleato.

La administracion de curcumina per se no indujo cambios en estos marcadores.

48



6.10.1. MDA
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Figura 29. MDA. Los datos se expresan como media £+ EEM, n=7/grupo. Grupo: a)
p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.
6.10.2. 4-HNE
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Figura 30. 4-HNE. Los datos se expresan como media + EEM, n=7/grupo. Grupo:
a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.
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6.10.3. Proteinas oxidadas

Proteinas oxidadas
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Figura 31. Proteinas oxidadas. Los datos se expresan como media + EEM,
n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

6.11. Actividad de SOD y niveles de Nrf2
6.11.1. Actividad de SOD
El O," es una ERO que se forman en los organismos aerobios, con consecuencias
fatales si no es removido del organismo. La SOD es una de las enzimas
antioxidantes mas importante y representa la primera linea de defensa contra las
EROs. La actividad de SOD disminuy6é en el grupo administrado con maleato,
mientras que en el grupo previamente tratado con curcumina la disminucion de la
actividad enziméatica se previno (Figura 32). La administracion per se de curcumina

no alterd significativamente los valores de la SOD respecto al control.
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Figura 32. Actividad de la SOD en corteza de rifidn. Los datos se expresan como
media + EEM, n=7/grupo. Grupo: a) p<0.01 vs. Control; b) p<0.01 vs. Maleato.

6.11.2. Niveles del factor de transcripcién Nrf2
El factor de trascripcion Nrf2 es el responsable de la regulacion de la expresion de
genes cuyos productos proteicos estan involucrados en la actividad antioxidante.
El maleato disminuyé la expresion del factor Nrf2 la cual se previno en el grupo
con maleato + curcumina. La curcumina per se no indujo cambios en la expresion

de Nrf2 respecto al control (Figuras 33 y 34).
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Figura 33. Western Blot de la transcripcion Nrf2.
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Figura 34. Expresion del factor de trascripcion Nrf2. Los datos se expresan como
media £ EEM, n=7/grupo. Grupo: a) p<0.001 vs. Control; b) p<0.001 vs. Maleato.

7. Discusion de resultados

En este trabajo se encontré que la curcumina (120 mg/kg/dia) protege contra la
nefropatia por maleato, un modelo experimental del sindrome de Fanconi. En
estudios previos se ha demostrado, en un modelo de dafio renal crénico como el
inducido por la nefrectomia 5/6, que la administracién de curcumina en dosis de
60 mg/kg, 30 dias antes del procedimiento quirdrgico, fue efectiva para prevenir
alteraciones hemodinamicas y parametros fisiolégicos del rifidon, mientras que una
dosis de 120 mg/kg fue eficiente para favorecer la actividad enzimatica y

proteccion contra estrés oxidante en estudios agudos (Tapia et al., 2013).

El dafo renal producido por el maleato, se evidencid por alteraciones en los
pardmetros hemodinamicos RBF, RVR y FF, pardmetros bioquimicos asociados al
funcionamiento renal (excrecién urinaria de sodio, proteinuria, glucosuria,
excrecion urinaria de NAG y NGAL), asi como evidencias de dafio a nivel
histologico con aumento en la necrosis tisular. En los estudios de hemodinamica

no se encontrdé que el maleato modificara la MAP ni la GFR lo que es coherente
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con estudios previos en modelos de IRA (Basile et al., 2012b; Nath et al., 2010).
En el andlisis hemodindmico se encontrd un incremento significativo en la RVR en
el grupo tratado con maleato. Fadel et al. (2012) condujeron un estudio de
induccién de estrés oxidante en el cual hallaron que EROs como O, y especies
reactivas de nitrogeno (ERNs) como anion peroxinitrito (ONOQO") favorecen la
constriccidn simpatica en muasculo. Por otro lado, Thomas et al. (2001) en su
estudio encaminado a la vasoconstriccion y su relacion con infartos al miocardio
encontraron que un aumento en los niveles de EROs y otros RL (que induce
estrés oxidante) exacerban la vasoconstriccion al inhibir la accién vasodilatadora
del NO. Estos hallazgos ayudan a explicar lo encontrado en nuestro estudio donde
se observa un aumento en la RVR provocada por la disminucion del lumen
vascular, haciendo que se desfavorezca el RBF (Figura 10). En 2004 Herget-
Rosenthal et al. Definieron como caracteristica, para uso clinico de deteccion de
dafo renal, una disminucion del GFR. Incluso Hsu y Hsu (2011) indican que los
valores disminuidos de GFR son un parametro a considerar en el diagnostico y
evolucion de IRA, de igual forma encontraron que un dafio renal inducido por
agentes téxicos inducen una caida en el GFR. Los cambios hemodinamicos de
GFR hallados en esta investigacion no fueron significativos entre grupos, esto se
puede explicar por el hecho de que la vasoconstriccién inducida por EROs y ERNs
afectd arterias posteriores a la seccién glomerular, no afectando la filtracion en el
glomérulo. En los estudios de Basile et al. (2012b) y Burnett et al. (1984) se ha
observado que los agentes que aumentan la resistencia vascular (angiotensina Il o
el factor auricular natriurético) de manera secundaria a una disminucion del RBF,
estan asociados a una mayor porcion del plasma que alcanza los tabulos, es decir

un aumento en la FF tal y como se observé en este estudio (Figura 13).

El maleato induce dafio renal al atacar preferentemente a los tibulos proximales
(Eiam-ong, et al., 1995) disminuyendo la capacidad de las células tubulares para
reabsorber y degradar las proteinas filtradas al espacio urinario lo que se refleja en
una proteinuria elevada (Pedraza-Chaverri et al., 2006; Christensen y Maunsbach,
1980). Los tubulos proximales juegan un papel en la reabsorcion de agua y solutos

como la glucosa en el rifién por mecanismos acoplados a Na* (Eiam-ong et al.,
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1995). La administracion de maleato inhibe las bombas asociadas a Na* que tiene
como resultado glucosuria. Debido al elevado peso molecular de la NAG, esta no
es filtrada por el glomérulo, su sintesis se encuentra a nivel renal en el tubulo
proximal excretandose en la orina en mayores cantidades durante la necrosis
(Liangos et al., 2007). Se ha demostrado que la excrecion urinaria de NAG es de
valor diagnostico para la deteccion temprana de la lesion renal aguda. Mori y
Nakao et al. (2007) han analizado modelos animales de IRA para encontrar
marcadores moleculares de dafio renal, hallando que NGAL esta regulado a la
alza tras el dafio renal, por isquemia, nefrotoxicidad, dafio parenquimal y rechazo
de trasplante; encontraron que esta proteina es liberada pocas horas después de
que se ha establecido el dafo, estando presente antes de marcadores como
creatinina y NAG, haciéndolo un marcador en "tiempo real". Incluso Mishra et al.
(2004) demostraron que la administracion i.p. 0 subcutdnea de NGAL
recombinante en ratones disminuye el dafio por perfusién o isquemia; aunque aun
cuando la expresion es evidente en horas y de gran magnitud no ofrece una
proteccion suficiente para lesién tubular aguda exacerbada. Cuando hay una
lesion aguda en el rifidn, como en la necrosis tubular aguda, la reabsorcion de
sodio se afecta y hay un aumento en la excrecién de sodio que resulta en niveles
de sodio urinario elevadas (Jacob, 2003) aunado a la glucosuria y proteinuria, la

osmolalidad de la orina se eleva claramente (Figura 17).

En modelos de dafio renal como el inducido por maleato (Pedraza-Chaverri et al.,
2006), nefrectomia 5/6 (Tapia et al., 2013), ifosfamida (Nissim y Weinberg, 1996),
acetaminofén (Cekmen et al., 2009) e isquemia-reperfusion (Hammad et al.,
2012), se ha encontrado un dafo histologico con cambios morfolégicos incluyendo
degeneracion epitelial tubular, vacuolizacion, descamacion celular, necrosis y
distension tubular con material necrotico. Estos datos concuerdan con los
obtenidos en este proyecto. La administracion previa de curcumina fue capaz de
prevenir el dafio histolégico renal gracias a su actividad antioxidante (Carl et al.,
2014).
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El estrés oxidante puede promover la formacién de una variedad de mediadores
vasoactivos que pueden afectar la funciobn renal directamente causando
vasoconstriccién renal y decremento de la capilaridad glomerular, coeficiente de
ultrafiltracién, y de la GFR (Tirkey et al., 2005). Shoskes (1998) y Trujillo et al.
(2013) demostraron que parte de la actividad protectora de la curcumina reside en
la regulacion a la baja de citocinas profibréticas, del factor de crecimiento
endotelial vascular y del factor de crecimiento transformante-g (TGF-f). También
reduce las respuestas renales de inflamacion por la atenuacién de la infiltracion
renal de macrofagos, atenuacion de la 6xido nitrico sintasa inducible, de los
niveles del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2). En general la funcion de la mayoria de estos factores
es liberar directa o indirectamente NO (molécula importante en estrés oxidante ya
que favorece la formacion del peroxinitrito citotoxico), y actuando como
moduladores vasoactivos asi como favoreciendo la formacion de tejido fibrotico,
muerte celular y aumento de la permeabilidad vascular. Ademas la curcumina
presenta una amplia actividad antioxidante gracias a su estructura polifendlica
(Bengmark, 2006). La administracion previa de curcumina favorecié la modulacién
de los factores antes mencionados y en consecuencia la reversion de las
alteraciones hemodinamicas (RBF, RVR y FF) y alteraciones en el filtrado tubular
(excrecion urinaria de proteinas, glucosa y sodio) causados por estrés oxidante,

reafirmando su capacidad antioxidante (Figura 29).

La administracion de maleato fomentd un desequilibrio entre las EROs formadas y
la actividad antioxidante enddégena al aumentar la produccion de las primeras y
exacerbar la deplecion de moléculas antioxidantes como GSH lo que conduce a
estrés oxidante. Las EROs son capaces de reaccionar con los dobles enlaces de
los acidos lipidicos poliinsaturados (PUFAs) formando lipidos hidroperoxidados y
otros subproductos como el MDA y 4-HNE que tienen actividad citotoxica, de igual
forma las EROs pueden reaccionar con los grupos aromaticos de las proteinas,
oxidandolas o carbonilandolas (Sung et al.,, 2013). La curcumina previno el

incremento de la MDA y 4-HNE (peroxidacion lipidica) asi como de las proteinas
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oxidadas resultado del estrés oxidante inducido por maleato (Figura 29); esto
gracias al mecanismo antioxidante de la curcumina que se debe a la estructura
especifica conjugada de dos fenoles metoxilados y una forma enol de B-dicetona.
Esta estructura es responsable de la capacidad de captura de radicales libres
como un antioxidante de ruptura de la cadena, ademas de tener una gran
capacidad quelante que le permite “secuestrar” iones metalicos que pueden

promover el estrés oxidante y dafio celular (Aziza et al., 2014).

Las propiedades defensivas de la curcumina parecen estar mediadas por su
capacidad de neutralizacion de radicales libres directa o indirectamente a través
de la regulacion de los sistemas de antioxidantes celulares enddégenos que
incluyen la induccion por Nrf2 (Figura 29). EI Nrf2 en realidad realiza el papel de
un activador transcripcional del ARE lo que induce la expresion de genes. Esto
incluye a la fase Il de desintoxicacion, enzimas como la hemo oxigenasa-1 (HO-1),
la GPx, la subunidad modulatoria de gamma-glutamil cisteina ligasa (involucrada
en la sintesis de glutation), la SOD y la NADPH: quinona oxidoreductasa-1
(NQOL). Por lo tanto, la modulacién de estos genes, podria ser un factor que
contribuye a las propiedades antioxidantes y citoprotectoras de la curcumina. En el
presente estudio se pudo observar que la expresion del factor Nrf2 y la actividad
de la SOD se vieron favorecidas por la administracién previa de la curcumina a la

inyeccion de maleato (Alrawaiq y Abdullah, 2014).
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Esquema integrativo de los factores asociados a la renoproteccion de la curcumina

Resultados
. experimentales Efecto del tratamiento
Blancos estudiados . .
(maleato + curcumina con curcumina
vs. maleato)
MAP Atenuacion de la
TRBF L Y
. RBF actividad de citocinas
Parametros |RVR . .
o GFR proinflamatorias
hemodinamicos |FF
RVR . . bloqueando su
MAP y GFR sin cambios .
FF sobreexpresion.
Proteinuria |Proteinuria
Gllluctolsqua lGllluiQSU_”a Mediante la accion
Parametros bioquimicos afriurta INatriuria antioxidante directa
Osmolalidad }Osmolalidad
sobre RL, EROs y
NAG INAG L
NGAL NGAL ERNSs, disminuye el
l dafio tubular generado
Histologia Epitelio tubular ! danoltubular por estr.es CIEE
| necrosis tubular inducido con la
dministracion de
. MDA IMDA a
Marcag;:je:nf: dafo 4HNE 14-HNE maleato.
Proteinas oxidadas |Proteinas oxidadas
Aumenta la actividad de
las enzimas
Antioxidantes SOD + Actividad SOD AU
expresion mediante la
activacion de ARE por
Nrf2.
Factores de Previene la degradacion
T . Nrf2 1 Expresion factor Nrf2 del Nrf2 por
ranscripcion C
ubiquitinacion.

Figura 29. Esquema representativo de hallazgos. MAP: presion arterial media;
RBF: flujo sanguineo renal; GFR: tasa de filtracion glomerular; RVR: resistencia
vascular renal; FF: fraccion de filtracion; NAG: n-acetil-B-D-glucosaminidasa;
NGAL: lipocaina asociada a galatinasa de neutréfilo; MDA: malondialdehido; 4-
HNE: 4-hidroxinonenal; SOD: superdxido dismutasa; Nrf2: factor relacionado con
el factor nuclear eritroide 2p45.
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8. Conclusion
El presente estudio constituye uno de los pocos trabajos realizados de un modelo

agudo reversible que utilizan maleato y curcumina

La administracion de curcumina a una dosis de 120 mg/kg/dia, previa a la
inyeccion de maleato, previno las alteraciones inherentes al dafio renal en el
modelo de nefropatia inducida por maleato (alteraciones hemodinamicas,
bioguimicas e histologicas). Esta proteccién se asocié con la atenuacion directa
del dafio oxidante y activacion indirecta de sistemas de respuesta antioxidante.

La administracion de curcumina sin la induccion de dafio tubular, no altera
significativamente los valores de los pardmetros medidos en relacién con el

control.

9. Perspectivas
Se propone realizar un curso temporal para poder determinar cuando se presenta

el maximo dafio renal inducido por el maleato.

Con el fin de profundizar mas en el efecto antioxidante indirecto de la curcumina,
se podria determinar la actividad de otras enzimas citoprotectoras como GPx, GR,
GST, HO-1 y CAT. En nuestro caso se midi¢ la actividad de la SOD total, pero

podria medirse la actividad de cada isoenzima.

Para dar seguimiento a este estudio, también se sugiere realizar la medicién de

ATP ya que es un marcador muy importante en las tubulopatias.

Seria de importancia medir mas moléculas que evidencien el dafio tubular
proximal como la KIM-1 (Molécula de lesion renal 1) y un estudio para detectar
DNA fragmentado como el TUNEL.

Seria de interés determinar el grado de riesgo asociado a la exposicion de maleato
en el sector publico en torno a sustancias que contengan dicha molécula

(industrias de pintura automotriz, barnices, resinas, fertilizantes y en la industria
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farmacéutica). Un estudio retrospectivo de la incidencia de falla renal en este

grupo expuesto a maleato seria de apoyo para dicho propadsito.
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