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RESUMEN

La curcumina es un difenol con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias vy
anticancerigenas. El uso de antioxidantes de origen natural se ha presentado como una
alternativa para combatir enfermedades relacionadas con dafio oxidante. La curcumina
presenta baja toxicidad pero su uso en la practica clinica es limitado por su rapido
metabolismo en el organismo. La curcumina es un antioxidante bifuncional, puede actuar
de manera directa al atrapar especies reactivas de oxigeno (ROS) y de forma indirecta al
inducir enzimas antioxidantes. La descripcion y comprension de los mecanismos de
accion de la curcumina, principalmente en su actividad antioxidante podrian ayudar en el
uso informado de las condiciones para la prevencion del dano oxidante en los
organismos.

En este proyecto se propone investigar el efecto de la curcumina ante el estrés oxidante
generado con la hemina y si el sistema antioxidante celular es inducido en este proceso en
neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC).

Las NGC se incubaron con diferentes concentraciones de curcumina por 24 h y se mostré
que de 5 a 30 uM no se afecta la viabilidad celular. La curcumina causé un aumento en el
contenido de hemo oxigenasa-1 (HO-1), una enzima importante en la proteccion celular, y
también de los niveles de glutation (GSH) dependiente de la concentracion y del tiempo.
La hemina disminuy6 alrededor del 50% la viabilidad celular y aument6 en 55% Ila
produccién de ROS.

Cuando las NGC se incubaron con curcumina 5, 10 y 15 pM antes de exponerlas por 1 h
con la hemina se observo la prevencion de la muerte celular (45, 47 y 49%,
respectivamente) y de la produccion de ROS (63, 59 y 59 %, respectivamente).

El uso de inhibidores del sistema hemo oxigenasa (HO) con mesoporfirina de estafio
(SnMP) y de la y-glutamil cisteina ligasa con la butionina sulfoximina (BSO) evit6 la
proteccion por curcumina en la viabilidad celular.

Las actividades de las enzimas antioxidantes glutation reductasa (GR), glutation-S-
transferasa (GST) y superdxido dismutasa (SOD) aumentaron (1.4, 2.3 y 5.2 veces,
respectivamente) en las NGC incubadas por 24 h con curcumina 15 pM y se mantuvieron
con la pre-incubacion de curcumina antes de la hemina. El factor de transcripcion Nrf2 se
traslado al nucleo y se activo después de la incubacion por 24 h con curcumina. La mezcla
curcumina-hemina mantuvo activo a Nrf2.

Los resultados sugieren que la curcumina, como antioxidante indirecto, confiere
proteccion a las NGC ante el estrés oxidante provocado por hemina al estimular las
actividades de los sistemas antioxidantes enzimatico (HO-1, GR, GST y SOD) y no
enzimatico (contenido de GSH), ademas que el factor de transcripcion Nrf2 tiene una
funcion importante en este mecanismo.



ABREVIATURAS

ROS: especies reactivas de oxigeno

NGC: neuronas granulares de cerebelo

HO-1: hemo oxigenasa 1

CO: mondxido de carbono

GSH: glutation

GSSG: disulfuro de glutation

Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2
MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-|2-il)]-2,5-difenil-tetrazolio
FDA: diacetato de fluoresceina

Carboxi-DCF: 5-(and 6-) carboxi-2,7-diclorofluoresceina
SnMP: mesoporfirina de estafio

BSO: butionina sulfoximina

NBT: nitroazul de tetrazolio

2-VP: 2-vinilpriridina

DTNB: 5,5’-ditio-bis(acido 2-nitrobenzoico)

GR: glutation reductasa

GST: glutation S-transferasa

SOD: superoxido dismutasa
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ANTECEDENTES

Estrés oxidante y defensa celular.

Los antioxidantes son moleculas que interaccionan y neutralizan moleculas reactivas y
radicales libres, previendo el dafio oxidante. Los antioxidantes pueden ser definidos como
cualquier substancia que cuando esta presente en bajas concentraciones comparado con
el sustrato oxidable, disminuyen o detienen la oxidacion del sustrato significativamente
(Azzi et al., 2004; Rochette et al., 2013).

El término estrés oxidante se refiere a una situacién de desequilibrio, con un aumento de
oxidantes o con una disminucion de antioxidantes. Este concepto no es sinéonimo de
dano, debido a que diversos fendmenos fisiologicos requieren un alto nivel de oxigeno y
esto conlleva a un estado de estrés temporal o adaptativo que es un proceso reversible,
mientras que el dafo oxidante es irreversible (Konigsberg, 2008).

El metabolismo normal genera radicales y otras especies que son mas reactivas que el
oxigeno diatomico (ROS, por sus siglas en inglés) y son parte de varios procesos
fisiologicos incluidos rutas de transduccion de seiiales (ej. los relacionados con algunos
factores de crecimiento, citocinas y sefalizacién de calcio). Cuando el estrés oxidante
excede la capacidad celular de terminar o neutralizar las ROS aparece el dafio oxidante
que afecta a la célula o la membrana de los organelos directamente (a través de
lipoperoxidacion). Las ROS también pueden reaccionar con metales, nitréogeno o carbono
para formar intermediarios que reaccionan con proteinas (reacciones de nitracion,
carbonilacidn y nitrosilacion) (Barone et al., 2014).

El cerebro es extremadamente sensible al estrés oxidante debido a sus elevados niveles de
acidos grasos, el alto requerimiento de oxigeno, el bajo sistema antioxidante y el alto
contenido de hierro (Markesbery, 1997). Las ROS incluyen tanto radicales libres,
moléculas que tienen al menos un electron desapareado, asi como formas no radicales.
Los organismos producen varios tipos de ROS, por ejemplo en la cadena de transporte de
electrones (Franklin, 2011). Las ROS, incluidos el peroxinitrito (ONOO-), el peréxido de

hidrogeno (H,0,), los radicales anién superoéxido (O,”7), hidroxilo (*OH), alcoxilo (RO*) y



peroxilo (ROO¢), contribuyen a la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas (Barone et al., 2014).

Los organismos aerobios se defienden de las ROS a través de mecanismos de
detoxificacion tanto enzimaticos como no enzimaticos. La defensa enzimatica involucra
enzimas antioxidantes [ej. superoxido dismutasas (SOD), catalasas y peroxidasas] y los
antioxidantes no enzimaticos que son moleculas de bajo peso molecular, como la
vitamina E, la vitamina C, el glutation (GSH), la ubiquinona, el B-caroteno, etc.
(Kalyanaraman, 2013). Existe ademads otra clasificacion de antioxidantes que comprende
los términos directo e indirecto. El antioxidante directo se refiere a la capacidad per se de
la molécula para atrapar ROS. El antioxidante indirecto es la molécula que tiene la
habilidad de inducir la expresién de genes (por ejemplo via los elementos de respuesta
antioxidante (ARE) presentes en la region promotora de un gran numero de enzimas de
detoxificaciéon, también llamadas de fase 2). Los ARE y el factor nuclear eritroide 2
relacionado al factor 2 (Nrf2) son esenciales para la induccion o la expresidn constitutiva
de las enzimas antioxidantes (Azzi et al., 2004; )

Los antioxidantes bifuncionales muestran la habilidad de ser directos e indirectos, los
polifenoles se encuentran en esta definicion. Las propiedades oxidantes de compuestos
polifenolicos como por ejemplo la curcumina o las catequinas pueden ser tanto
antioxidantes como prooxidantes basadas en la estructura particular de cada polifenol y
del contexto redox celular que pueda incluir un aumento en las cantidades de moléculas
atrapadora de oxidantes o por dismiuir los niveles de proteinas y lipidos oxidados (Kim et
al., 2014).

La respuesta al estrés celular puede involucrar la activacion de rutas de surperviencia bajo
el control de genes protectores (también llamados vitagenes) que producen moleculas
con caracteristicas antioxidantes y antiapoptoticas, por ejemplo, proteinas de choque
térmico (HSP), GSH y bilirrubina (Calabrese et al., 2010).

Un concepto extendido recientemente es el de hormesis, que se define como la respuesta
que depende de la dosis en la que se observa una estimulacion a dosis bajas y una

inhibicion a dosis altas. La respuesta adaptativa no solo aumenta la supervivencia por



conferir resistencia al estrés ambiental, sino que también representa una via para regular
la asignacion de recursos bioldgicos para asegurar la estabilidad celular y del organismo
(Calabrese et al., 2010).

Cuando el organismo es incapaz de contrarestar el estrés oxidante se da un dano celular.
Las moléculas pro-oxidantes, que por su estructura son capaces de desestabilizar al
sustrato por ejemplo la membrana plasmatica. La hemina es una neurotoxina y se

abundara sobre su importancia en combatir el dafio oxidante.

Hemina

La hemoglobina tiene cuatro grupos hemo que consisten de un anillo de porfirina con el
Fe en el centro. Después de una hemorragia intracerebral, los eritrocitos del hematoma se
lisan y se libera la hemoglobina la cual se degrada a hemina (Fe **). La concentracién de
hemoglobina en la sangre es de aproximadamente 2.5 mM, lo cual llega a producir 10 mM
de hemina (Robinson et al., 2009). En exceso la hemina es una neurotoxina potente que
cataliza directamente la reaccién en cadena de la formacion de radicales libres (Chen-
Roetling et al., 2014).

La hemina por su naturaleza lipofilica y su carga neta positiva puede unirse a la
membrana plasmatica de las células y de esa manera no require de transportadores y
chaperonas especificas. Una condicién importante para evitar que la hemina genere dafio
dentro de la célula consiste en que se una con la dlbumina para facilitar la fagocitaciéon
por los macrofagos (Robinson et al., 2009).

Se ha descrito que la hemina puede entrar a la célula mediante la unién a la proteina
hemopexina, que es una glicoproteina con 6o kDa de peso, la cual tiene una gran afinidad
por los grupo hemo y se une a la hemina en una relacion equimolar, esta ruta es la mejor
caracterizada (Muller-Eberhard, 1988; Tolosano & Altruda, 2002). El complejo de la
hemina-hemopexina se une a los receptores de las lipoproteinas de baja densidad, con lo
que se induce la endocitosis del complejo y del receptor. La hemina es entonces liberada
en el citoplasma mientras que la hemopexina es retenida en las vesiculas endociticas y es

llevada al espacio extracelular (Robinson et al., 2009). Un mecanismo alternativo de



entrada para la hemina, es por la via del transportador de grupos hemo (HCP1) el cual fue
inicialmente encontrado en el transporte de hemina en las células intestinales (Shayeghi
et al., 2005). Recientemente se estudié que los cultivos primarios de NGC expresan el
HCP1 y de esta forma se contribuye con la acumulacion de la hemina en el interior de la
célula (Dang et al., 20m1a).

En disolucion acuosa, la hemina cataliza la descomposicion del H,O, con una cinética
similar a la de la catalasa, lo que indica el potencial poder de hemina para degradar al
H,O,. También tiene actividad de peroxidasa con la presencia de agentes reductores
(Robinson et al., 2009). Dentro de la célula la hemina es degradada por el sistema
hemooxigenasa (HO). La hemina interaccciona con GSH y de este compuesto obtiene los
electrones necesarios para llevar a cabo la reaccion de descomposicion por el sistema HO,
algunos radicales como O, vy singulete de oxigeno son subproductos de la misma
(Kremer, 1989).

El rompimiento de la hemina por las enzimas del sistema HO, liberan Fe el cual puede
aumentar el estrés oxidante, principalmente por la reacciéon de Fenton, si no es
rapidamente secuestrado o exportado. El Fe no unido puede ser almacenado en la
ferritina, la cual cuando se satura y es degradada a hemosiderina eventualmente en los
lisosomas, la cual es inerte en el sentido redox (Halliwell, 2007).

El papel del sistema HO en la toxicidad de la hemina se abordara en el siguiente punto.

Sistema hemo oxigenasa (HO)

Este es uno de los sistemas citoprotectores principales, conservado evolutivamente cuya
regulacion representa un evento temprano en la respuesta adaptativa al estrés pues
ademas de degradar al grupo hemo evitando la toxicidad, tiene otras funciones celulares
muy relevantes (Poon et al., 2004, Barone et al., 2014).

En los humanos y los roedores existen dos isoenzimas de HO, hemo oxigenasa-1 (HO-1)
con un peso aproximado de 32 kDa y hemo oxigenasa-2 (HO-2) con 36 kDa. Ambas son

codificadas por dos genes diferentes y se ha descrito un tercer gen que codifica para la



isoenzima HO-3 aunque algunos lo consideran como un pseudogen sin funcion
codificante que, sin embargo, puede tener una funcién reguladora y con ello tener efecto
bioldgico (Gozzelino et al., 2010; Pink et al., 2om).

La HO-1, también conocida como HSP 32, es inducida por diversos estimulos, incluidos el
estrés oxidante y nitrante, isquemia, choque térmico, lipopolisdcarido bacteriano, hemina
y varios farmacos que se usan actualmente en la clinica, como los antiinflamatorios no
esteroidales, estatinas, ciclosporina A y antagonistas de los receptores (-adrenérgicos
(Maines & Panahian 2001; Martin et al., 2004). La HO-2 es la isoforma constitutiva aunque
responde a los glucocorticoides adrenales, algunos factores de crecimiento y éxido nitrico
(NO) (Maines, 1997).

En condiciones basales, la HO-1 esta regulada finamente a nivel génico a través del
represor transcripcional Bach 1. En condiciones pro-oxidantes, la HO-1 tiene una
sobrerregulacion tanto a niveles de gen como de proteina. El gen de la HO-1 posee dos
regiones enhancer rio arriba, E1 y E2 que contienen multiples elementos de respuesta al
estrés, conocidos también como elementos de respuesta antioxidante (ARE). Los ARE
comparten secuencias consenso (GCnnnGTA) con los elementos de reconocimiento a Maf
(MARE). Para la induccién de HO-1 la interaccion de MARE con los heterodimeros de las
proteinas Maf (MafK, MafG, MafF), con Nrf2 o con el activador de proteina 1, Fig 1.
(Maines, 2005; Barone et al., 2014).

El sistema HO cataliza la reaccion de descomposicion del grupo hemo, una molécula
prooxidante, promoviendo la formacién equimolar de mondxido de carbono (CO)
(antiapoptdtico), hierro (Fe) (prooxidante) y biliverdina (antioxidante). Esta ultima es
rapidamente convertida en bilirrubina (antioxidante) por la biliverdina reductasa (Choi &

Alam, 1996).
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Fig 1. Sistema HO, productos de la reaccion de degradaciéon e interaccion con el factor
Nrf2 y Bach 1. (Barone et al., 2014). El grupo hemo entra a la célula y por la actividad de
HO se generan CO, biliverdina-bilirrubina y Fe. Este ultimo puede generar estrés
oxidante que permitird que Nrf2 se separe de Keap 1y sea trasladado al nucleo, donde se
une a las secuencias ARE para llevar a cabo la expresion de genes de enzimas
antioxidantes, en este caso HO-1.

Aunque la HO-1 y la HO-2 comparten la misma actividad, estas isoformas tienen
diferentes papeles en la proteccion de los tejidos contra el dafio. La hipodtesis mas
convincente es que la induccion controlada de HO-1 esta presente en las respuesta celular
inicial en el dafio. Por otra parte, la HO-2 es expresada constitutivamente y se involucra
principalmente en el mantenimiento de la homeostasis del grupo hemo y en el censo de

los niveles intracelulares de compuestos gaseosos tales como oxigeno, NO y CO (Maines,

2005).



Subproductos del sistema HO

Mondxido de carbono (CO)

En algunos modelos experimentales el CO ejerce citoproteccidn, algunos de ellos son: la
potenciacion a largo plazo del hipotalamo, la liberacion de neuropéptidos, la relajacion
gastrointestinal no adrenérgica, el tono de los vasos, la funcidén renal y en procesos
inflamatorios (Barone et al., 2014). El CO producido en el hipotdlamo de rata después de
la actividad de HO tuvo actividad antiinflamatoria que se evidencio con la atenuacion de
la liberacion de la interleucina 1-f inducida por KCI (Mancuso et al., 1998).

También se ha visto que el CO produce efectos toxicos en ciertos organos incluido el
cerebro. La naturaleza dual de CO depende de varios factores como son el tipo celular, la
cantidad de CO formado o liberado a la célula asi como la ruta de sefializacion tejido-

especifico (Barone et al., 2014).

Hierro (Fe)

El Fe es el cofactor de varias enzimas y es capaz de modular funciones especificas en el
cerebro al aumentar el recambio y liberacion de la dopamina y otros neurotrasmisores
(Chiueh, 2001). Al mismo tiempo, el Fe2+ liberado por la actividad de HO puede catalizar
la produccidn de ROS a través de la reaccion de Fenton y actuar de esta manera como un
citotoxico pro-oxidante. Por otra parte, el Fe2+ puede inducir diferentes rutas metabdlicas
como son la sobreregulacion de la bomba de Fe y la de la cadena de ferritina H con el

efecto final de neutralizar la actividad pro-oxidante del Fe (Gozzelino et al., 2010).

Biliverdina-bilirrubina

La biliverdina es probablemente el producto de la actividad de HO menos estudiada
debido esencialmente a su alto catabolismo una vez formada dentro de la célula. La
biliverdina es reducida inmediatamente a bilirrubina, por lo que su relevancia fisioldgica
no es clara.

La bilirrubina es un tetrapirrol lineal caracterizado por ser lipofilico, tiene un papel

antioxidante y propiedades antinitrosativas que han sido ampliamente estudiadas (Dore



et al., 1999; Mancuso et al., 2003). No obstante su compartamiento antioxidante, si la
bilirrubina se produce en exceso, como en la anemia hemolitica o en la sepsis, la
bilirrubina no conjugada se vuelve neurotdxica por multiples mecanismos que involucran
la disrupcion de la estructura de la membrana celular, la reduccion del potencial de

membrana y la activacion de la cascada apoptotica (Brito et al., 2004).

Glutation (GSH)

El GSH es uno de los antioxidantes solubles mas abundantes encontrados en el cerebro y
se ha establecido que hay una disminucion de este compuesto con la presencia de estrés
oxidante (Mytilineou et al., 2002). El GSH es un tiol tripéptido que se encuentra en altas
concentraciones en todas las células. Se sintetiza enzimaticamente en el citosol a partir de
los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina. La y-glutamil cisteina ligasa (y-GCL) lleva a
cabo el primer paso en la biosintesis y constituye un paso limitante, dependiente de ATP
y de Mg** o Mn™". El segundo paso en la sintesis de GSH esta catalizado por la enzima
glutation sintetasa (Konigsberg, 2008).

Dentro de las funciones bioldgicas que tiene el GSH se encuentran la detoxificacién de
electrofilos de Michael y metales, el mantenimiento del estatus de los tioles (relacién
GSH/GSSG), reservorio de cisteina y su funcién antioxidante (Fernandez-Checa et al.,
1998, Konigsberg, 2008).

Durante la detoxificacion de perdxidos el GSH es oxidado a GSSG. Esta reaccion es
catalizada por la glutation peroxidasa (aunque su contribucion en el cerebro no es
marcada). La glutation reductasa (GR) es la enzima que cataliza la conversién de GSSG a

GSH por medio de las siguientes reacciones:

GSSG + GR-(SH), — 2 GSH + GR-S,

GR-S,+ NADPH + H" — GR-(SH), + NADP*



En donde GR-(SH), y GR-S, corresponden a las formas reducidas (ditiol) y oxidadas
(disulfuro) de la GR, respectivamente. Esta enzima es esencial para el ciclo redox del GSH
(Schulz et al., 2000). La glutatiéon S-transferasa (GST) forma los glutatién S-conjugados
durante la detoxificacion de peroxidos organicos y en el metabolismo de xenobioticos
(Dolphin et al., 1989).

El GSH tiene un papel importante en el sistema nervioso central. La reduccién en el
contenido de GSH en diferentes dreas del cerebro humano se ha encontrado en algunas
enfermedades como Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia, epilepsia y en modelos murinos
en la enfermedad de Huntington (Dringen & Hirrlinger, 2003; Ramassamy et al., 2000;
Jenner, 1994). Hasta el momento no se sabe si la disminucion en el contenido de GSH en
el cerebro con alguna patologia es debido a la sintesis insuficiente o al elevado consumo
del GSH. La desregulacion en el metabolismo asi como la exportacion de GSSG de las
células del cerebro durante el estrés oxidante puede contribuir a la reduccién en los
niveles de GSH en una enfermedad cerebral (Dringen & Hirrlinger, 2003).

Los niveles de GSH en el cerebro son menores que en otros o6rganos y disminuyen con la
edad. Los niveles basales de GSH en las neuronas son notablamente menores que en los
astrocitos, microglia y oligodendrocitos, lo que indica que hay diferentes mecanismos
para el mantenimiento de la homeostasis de GSH entre neuronas y células gliales
(Aoyama et al., 2012).

En un modelo de neuronas granulares de cerebelo de rata (NGC) se observo la
importancia del mantenimiento de los niveles de GSH mitocondrial para evitar la muerte
celular. Se bloque¢ la sintesis de GSH, lo que no aumentaba la produccién de ROS, pero
tanto la disminucion de los niveles mitocondriales y los niveles citoplasmaticos de GSH
aumentaban los niveles de ROS e inducian una rapida pérdida de la funciéon mitocondrial
con la subsecuente muerte por necrosis sin una marca de proceso de muerte por

apoptosis (Wiillner et al., 1999).



Curcumina

Dentro de la clasificaciéon de los antioxidantes la curcumina presenta una bifuncionalidad,
ser un agente directo e indirecto. A continuacion se abordaran aspectos importantes de la
curcumina.

El rizoma seco de la planta Curcuma longa, también llamada turmérico, pertenece a la
familia de las Zingiberaceae y es ampliamente cultivado en el sudeste de Asia. El
turmérico es usado desde hace varios siglos en la cocina, en la medicina, como cosmético
y colorante. En occidente este compuesto se usa como colorante, saborizante y
conservador alimentario aceptado por la Food and Drug Administration (Aggarwal et al.,
2007). El turmérico contiene del 60-70% de carbohidratos, 8.6% de proteina, 5% de
grasas, 2-7% de fibra, 3-5% de curcuminoides (50-70% de curcumina) y alrededor del 5%

de aceites esenciales y resinas (Trujillo et al., 2013).

Caracteristicas fisico-quimicas

La curcumina es un compuesto naranja-amarillo. La curcumina es un difenol de bajo peso
molecular (368.37 g/mol), conocido como diferuloilmetano y su nombre de acuerdo a la
IUPAC es [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona]. Es el constituyente
mas activo del turmérico. La curcumina es insoluble en agua, los solventes usados para
solubilizarla son acetona, dimetilsulféxido y etanol. La curcumina grado comercial
contiene alrededor de 80% de este compuesto (Sharma et al., 2005).

Quimicamente, la curcumina es una molecula de diferuloil metano, esto es, tiene dos
residuos de acido ferudlico unidos por un metileno. La curcumina entra en tautomerismo
ceto-enol (Fig. 2). El tautomerismo le confiere a este compuesto propiedades quimicas
adicionales. La forma enol permite que esa seccion de la molecula pueda tanto aceptar
como donar hidrogenos, ademds que la hace un quelante de metales cargados
positivamente, los que a menudo se encuentran en el sitio activo de las proteinas blanco.

El tautomerismo ceto-enol de la curcumina permite que actie como un aceptor de

10



Michael en los reacciones nucleofilicas. Se ha propuesto que la curcumina se une

covalentemente a las cisteinas y a las selenocisteinas (Gupta et al., 2011).

H,CO N = OCH,4

HO OH

0 0] OH (4]

OCH, H,C0, [ RN P OCH,
O O
—_—
HO OH

enol

di-ceto

Fig. 2 Estructura de la curcumina y sus formas ceto-enol.

La cantidad de ceto-enol-enolato de la mitad heptadienona en equilibrio tiene un papel
importante en las propiedades fisico-quimicas y la actividad antioxidante de la
curcumina. En condiciones 4cidas a neutras (ej. pH 3-7) la forma mds abundante es la de
bis-ceto donde la curcumina actua como potente donador de protones. Esto es atribuible
a la presencia de un atomo de carbono altamente activado en la union entre los anillos 2-
metoxi de la forma bis-ceto de la curcumina. Por otra parte, en condiciones de pH mayor
a 8, donde la forma de enolato de las cadena hepatodienona predomina, la curcumina
actiia entonces como un aceptor de electrones. La presencia de la curcumina en forma
enolato es importante para su capacidad atrapadora de radicales (Lee et al., 2013).

En condiciones de cultivo celular, la curcumina es mas estable en el medio con 10% de
suero fetal y en sangre humana. Menos del 20% de la curcumina se descompone en1 hy
después de la incubacion por 8 h alrededor del 50% de la curcumina adn permanece
como tal. El producto mayoritario de degradaciéon de la curcumina es una
biciclopentadiona con dos dtomos de oxigeno insertados en la cadena heptadioenona que

conecta con los anillos fénolicos (Griesser et al., 2011) y los productos minoritarios son la
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vainillina, el dcido férulico y el feruloil metano (Wang et al., 1997). Aunque el mecanismo
de transformacion de la curcumina no estd dilucidado completamente, se reconoce que la
transformacion autooxidativa es una de las rutas de peroxidasa y oxigenasa mediada en la
degradacién de la curcumina (Gordon & Schneider, 2012).

La curcumina es un atrapador de ROS y de especies reactivas de nitrogeno (Kunchandy &
Rao, 1990; Sreejayan & Rao, 1997; Jovanovic et al., 2001; Barzegar & Moosavi-Movahedi
20m). Inhibe la produccién de NO« al regular negativamente la expresion génica de la
oxido nitrico sintasa. La curcumina inhibe las enzimas de la fase I, el sistema que consiste
de las isoformas de la citocromo P450, la P450 reductasa y la citocromo bs, y protege asi

de los efectos toxicos de algunos quimicos y carcinogenos (Sa & Das, 2008).

Propiedades clinicas

La baja biodisponibilidad de la curcumina es el mayor incoveniente en el uso terapéutico
de este compuesto. Durante afnos se han realizado varios esfuerzos para mejorar la baja
absorcion y los niveles en el suero, la alta tasa de metabolizacién y la rapida eliminacion
del sistema. En un gran numero de estudios se ha demostrado que las concentraciones en
plasma de curcumina administrada via oral o intraperitoneal son muy bajas, en el orden
de nanomolar (Lee et al., 2013).

La curcumina se ha considerado como un compuesto poco tdxico y ya se ha evaluado su
capacidad de proteger en diversos modelos de dafio, por ejemplo: propiedades anti-
inflamatorias (Sikora et al., 2010; Jacob et al., 2007; Sandur et al., 2007), asi como en la
prevencion de la tumorogénesis y la mutagénesis al bloquear la formacion de aductos
carcinégeno-DNA (Ravindran et al., 2009), ademas de inhibir la angiogenesis (Huang et
al., 1994; Kim et al., 1998; Mukundan et al.,, 1993). El estudio de la curcumina para
prevenir el cancer ha ido en aumento y se considera que las propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes son importantes para inhibir el crecimiento de los tumores.
También hay un gran auge en la investigacion de las propiedades neuroprotectoras de la

curcumina en especial en modelos animales que mimetizan las enfermedades
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neurodegerativas que han aumentado en los ultimos afios como Alzheimer, Parkinson y
Huntington (Lee et al., 2013).

En afios recientes se ha puesto en evidencia que la administracién de curcumina no es del
todo inocua y hay que tener esta informacion en cuenta para no mal interpretar las
propiedades de una molecula muy reactiva y con una gran funcionalidad quimica. En
varios estudios in vitro e in vivo se demostro que la curcumina genera dafio al DNA y
mutaciones cromosomales en concentraciones farmacoldgicas cercanas a las que ejercen
un efecto quimioprotector (Urbina-Cano et al., 2006, Lee et al., 2013). Es cada vez mas

claro que la curcumina exhibe propiedades tanto pro como antioxidantes.

Curcumina y enzimas de fase Il

La curcumina es inductor de enzimas de fase II, las cuales tienen un papel protector al
eliminar sustancias tdxicas y oxidantes (Fig. 3). La presencia de los grupo hidroxilo en la
posicion orto de los anillos aromaticos y las beta-diacetonas se requieren para inducir de
manera potente a las enzimas de fase II (Dinkova-Kostova & Talalay, 1999). También se
denomina sistema enzimatico de desintoxicacidon y antioxidante. Algunos ejemplos de
estds enzimas son: NADPH:quinona oxidoreductasa (NQO1), GST, y-GCL y HO-1, entre
otras, y sirven como un mecanismo para disminuir el desequilibrio en la homeostasis
celular, inducido por los sistemas generadores de estrés oxidante (Sa & Das, 2008).

La HO-1 protege a las células endoteliales y a los astrocitos del dafio causado por el estrés
oxidante (Motterlini et al., 2000; Scapagnini et al., 2002). Ademas de que la HO-1 esta
relacionada con la proteccién celular tanto in vivo como in vitro en distintos modelos. Por
ejemplo las células p-pancredticas en ratas diabéticas, en la preservacion de organos
trasplantados y en la isquemia-reperfusion de diversos organos, entre otros (Ryter et al.,
2006).

La NQOu1 es una flavoproteina que desecha las quinonas y sus derivados mediante su
reduccion con dos electrones. Esto permite la proteccion celular contra el ciclo redox, que
pueden llevar a cabo las quinonas. La expresion del gen de NQO1 es inducida por la

presencia de xenobidticos, antioxidantes, metales pesados, luz UV y radiacion ionizante
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(Jaiswal, 2000). La NQO:1 es parte del mecanismo de defensa celular, el cual consiste en la
induccion de mas de una docena de genes que responden al estrés oxidante o por
electrofilos generados por la exposicion a diferentes quimicos (Nebert & Lu, 1994). Los
genes que se inducen de manera coordinada con la NQO1 incluyen la GST, la cual conjuga
muchos compuestos electréfilos hidrofobicos con el GSH (Pickett, 1989).

La induccion coordinada de esos genes citoprotectores ocurre a través de los elementos
de regulacion en el DNA, localizados en el promotor o en las regiones enhancers, los ARE.
Los elementos consenso ARE son parecidos a los elementos de reconocimiento Maf y a
ellos se pueden unir varios factores de transcripcion de la familia de cremallera basicas de
leucinas (bZIP), incluidos Jun, Fos, Maf y Nrf2. De éstos, el factor Nrf2 tiene un papel

central en la regulacion transcripcional de los genes de las enzimas antioxidantes y de las

desintoxicacion (Balongun et  dl, 2003; Nguyen et al, 2009).
Directo [\ 0 o
HZOZ’ ROO NO O H3CO H\C=C:C_CH2_C:C=C/H OCH,
IO G ¢
HO . OH
Indirecto - !
Q. - /I
Ubiquitinacién y 3 SH -’
degradacion h x SH =~
proteosomal R S - S
~- Nrf2 I
’
¥4 Keap1

Nrf2 ’ Homeostasis del glutation:
">, y-GCLC,y-GCLM

Detoxificacion: w
GST Nrf2
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Fig. 3 Esquema de mecanismo de curcumina bifuncional. La curcumina como
antioxidante directo tiene la capacidad de atrapar diferentes ROS. En su funcién de
antioxidante directo, interacciona con Keap 1 para liberar a Nrf2 y permitir su migracion
al nacleo donde se da la expresion de genes de enzimas antioxidantes que conllevan a
citoproteccion.
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Nrfz

El factor de transcrpcion Nrf2, en condiciones normales, es mantenido en el citosol por el
inhibidor Keap 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, también conocido como INrf2).
Los oxidantes y los antioxidantes antagonizan esa interaccion, dando como resultado la
liberacion de Nrfz. Este factor es trasladado al nuacleo, donde se une a los ARE y activa
una bateria de genes citoprotectores. Una vez transcritos los genes, el Nrf2 es
transportado fuera del ntcleo, uniéndose al INrf2 y activando su degradaciéon
proteosomal (Jain & Jaiswal, 2006).

Se ha demostrado que varias cinasas citosolicas incluidas la PKC, las proteinas cinasas
activadas por mitégeno (MAPK) y la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K) participan en la
modificacion de Nrf2 y tienen un papel en el mecanismo de transduccion de sefales de

antioxidantes y xenobioticos por ARE (Jaiswal, 2004).

Dependiendo del tipo celular y del inductor, la ruta de sefializacion para la transcripcion
del Nrf2 y la expresion de la HO-1 es diferente, incluyendo las proliferacion y de la
supervivencia celular, como son las MAPK- ERK, JNK y p38- y la de PI3K (Andreadi et al.,

2006).

Se ha identificado que la curcumina estimula la induccién de la HO-1 en cultivos de
células endoteliales, células del epitelio renal, neuronas corticales y astrocitos; asi como
también en estudios in vivo en el rinon de rata (Motterlini et al., 2000; Hill-Kapturczak et
al., 2001; Scapagnini et al., 2002; Jones et al., 2000; Scapagnini et al., 2006). En células
renales, la expresion de la HO-1 a través de Nrf2 y ARE se da mediante la ruta p38 MAPK
(Balongun et al., 2003). La ruta PI3K participa en la induccién de la HO-1 en la linea
celular dopaminérgicas PCi2 en respuesta a la 6-hidroxidopamina (Salinas et al., 2003) o a
la hemina (Nakaso et al., 2003). Ademas se demostro su participacion en esa misma linea

celular en respuesta al fenol carnosol (Martin et al., 2004).
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Pugazhenthi y col. (2007) encontraron que la induccién de la HO-1 en las células MIN 6 -
linea celular de células f-pancredticas de raton- con la curcumina y con los compuestos
puros dimetoxicurcumina y bis-dimetoxicurcumina estd regulada por la ruta PI3k/Akt.
Sin embargo, en estudios realizados en la linea celular de cancer del seno humano, se
demostré que la inducciéon de la HO-1 con los polifenoles curcumina y epigalocatequina
3-galato esta regulada por las sefales de p38 y NF-«B pero no por la de PI3K (Andreadi et
al., 2006).

En varios estudios in vivo e in vitro se demostré que la curcumina activé la senalizacion de
Nrf2 (Balogun et al., 2003; Scapagnini et al., 2006; Jiang et al., 2o11). Algunas estrategia que
se han seguido para ver la activacién de Nrfz es utilizar animales con un genotipo Nrfz”"
en modelos in vivo y en modelos in vitro poner un RNA de interferencia para poder checar
que la carencia de Nrf2 es la que estaba implicada en la citoproteccion.

El Nrf2 se ha propuesto como un factor transcripcional que tiene un papel critico en el
mantenimiento de la homeostasis celular. Cuando la funciéon de Nrf2 se bloquea y con
ello la transcipcion de genes relacionados con la desintoxicacién y la citoproteccion, se
lleva a la susceptibilidad del organismo a padecer diferentes enfermedades, por ejemplo,
inflamacion, neurodegeneracion, cancer entre otros (Li et al., 2012).

El Nrf2 es activado por varios agentes quimiopreventivos, entre los que se encuentra la
curcumina, y ha sido una estrategia importante de prevencion de enfermedades
relacionadas con estrés oxidante en modelos animales. Por consiguiente, la activacion

farmacoldgica se enfocado hacia mejorar condiciones de dafio.
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JUSTIFICACION

La prevencion de enfermedades con el uso de compuestos de fuentes naturales ha ido en
aumento. La curcumina al igual que otros polifenoles muestran caracteristicas quimicas
importantes, como dobles enlaces y grupos hidroxilos que permiten tener actividad
antioxidante. Estudios con la curcumina en modelos in vitro e in vivo han demostrado que
hay proteccién contra el dafio por un mecanismo antioxidante. La hemina es una
neurotoxina que se encuentra en cantidades abundantes después de un episodio de
hemorragia y puede causar un aumento en la inflamacion y dafio oxidante. Utilizar una
estrategia de prevencion con un compuesto que presenta una amplia variedad de
funciones como curcumina puede mejorar la sobrevivencia de los organismos. El estudio
de mecanismos contra el dafio celular dado por curcumina, en un modelo de cultivos
primarios de neuronas puede ayudar a largo plazo a encontrar tacticas de prevision de las

enfermedades neurodegenerativas.

HIPOTESIS

El tratamiento de los cultivos primarios de neuronas con curcumina prevendra el efecto
toxico de la hemina. La actividad antioxidante bifuncional de curcumina ayudard a

preservar el sistema antioxidante endogeno.
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OBJETIVOS
General

Estudiar el papel funcional de la curcumina en las neuronas granulares de cerebelo de

rata (NGC) expuestas a estrés oxidante.

Particulares
a. Establecer un modelo oxidante con la hemina en cultivos neuronales.
b. Evaluar la funcion de curcumina en los cultivos expuestos a hemina.
c. Determinar la expresion de la hemo oxigenasa-1 después del tratamiento con
curcumina.
d. Evaluar la participacion del GSH en las NGC expuestas a curcumina y hemina.
e. Examinar si la actividad de las enzimas antioxidantes GST, GR y SOD cambia con el
tratamiento con curcumina, con la hemina y la mezcla curcumina-hemina.

f. Establecer el efecto de la curcumina sobre el factor de transcripcidon Nrf2.
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MATERIALES Y METODOS.

Reactivos

La curcumina de 98.5% de pureza (Cat. # ALX-350-028-Mos0, Lote # 112586) y los
anticuerpos anti-HO-1 se compraron de ENZO Life Sciences (Ann Arbor, MI, USA). La
tripsina, la DNAsa, el medio basal Eagle, la L-glutamina, la gentamicina, la poli-L-lisina, la
citosina arabinosa, la glucosa, los anticuerpos anti-a-tubulina, MTT, el 2, 2"-azobis-(2-
amidinopropano) dihidrocloro (AAPH), trolox, BSO, los reactivos para electroforesis y la
hemina (Cat.# Hs533, Lote # 10K1094) se compraron en Sigma-Aldrich Corp., (St. Louis,
MO, USA). El inhibidor de tripsina, el azul tripano, el suero fetal bovino y la
penicilina/estreptomicina se compraron en Gibco Life Technologies Corp. (Grand Island,
NY, USA). La SnMP se compré en Frontier Scientific Inc. (Logan, UT, EUA). El
dihidroetidio, el carboxi-DCFDA y la FDA se compraron en Molecular Probes (Eugene,
OR, EUA). Los anticuerpos anti-Nrfz y el anti-antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) se obtuvieron en Abcam (Cambridge, MA, USA). Los estuches TransAM ELISA
para Nrf2 (Cat.# 50296) y el de extraccion de nucleos (Cat.# 40010) se compraron en

Active Motif Inc. (Carlsbad, CA, USA). Todos los demas reactivos fueron grado analitico.

Capacidad atrapadora de curcumina in vitro

La capacidad atrapadora de ROS por curcumina de alta pureza se cuantificé usando
ensayos fluorométricos en un lector de microplacas multi-modo Synergy™ HT (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Para estos ensayos la curcumina se disolvié en

etanol y las diluciones necesarias se hicieron en agua.

Peroxilo

Este método esta basado en lo descrito por Huang et al. (2002). El AAPH, fue usado como
generador de radical peroxilo, la fluoresceina se usé como la sonda fluorescente y el trolox
(un andlogo soluble de la vitamina E) como el compuesto de referencia.

La curcumina, el trolox, el vehiculo y el amortiguador de fosfatos 75 mM pH 7.4 (todos en

un volumen de 25 ul) se mezclaron con 25 ul. de AAPH 153 mM y con 150 uL de
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fluoresceina 50 nM. La fluorescencia se midi6é cada minuto por go min usando los filtros

de excitacion a 485 nm y de emision a 520 nm.

Oxigeno singulete

La produccion de singulete por hipoclorito de sodio y H,O, se determiné basadonse en el
método descrito por Wozniak et al. (1991). La mezcla de reaccién contenia etanol, H,O, 1
mM, NaOCl 3 pM y difenilisobenzofurano (DPBF) 1 mM. El volumen total de la reaccion
(0.3 mL) se incubd por 10 min a temperatura ambiente protegido de la luz. La produccion
de singulete se midié por la disminucion de la fluorescencia de DPBF a 410 nm de

excitacion y 455 nm de emision. El 4cido lipoico se utilizo como compuesto de referencia.

H.O,

La capacidad atrapadora de H,O, se realizé con el reactivo Amplex red (Zhou et al., 1997).
Las muestras y el piruvato como compuesto de referencia se incubaron con 25 pL de 10
UM de H,O, por 20 min y posteriormente con 50 pL de la mezcla de reacciéon con 0.1 mM
de Amplex red y 0.2 U/mL de peroxidasa de rabano (HRP). La mezcla total se incubo por
20 min protegida de la luz y la concentracion de H,O, se cuantificé usando los filtros de
excitacidon a 530 nm y de emision a 590 nm. El ensayo se calibré usando estandares de

H.O, (0-10 pM).

Peroxinitrito

El ONOO' se sintetiz6 previamente al ensayo. La reaccion se realizo en un bafio de hielo
con 5 mL de una solucién 4cida de H,O, 0.7 M (en HCI 0.6 M) y 5 mL de KNO, 0.6 M
durante 1 segundo. La reaccion se detuvo afiadiendo 5 mL de NaOH 1.2 M frio. El H,O,
residual de la mezcla se removid pasando la solucion a través de una columna de MnO,
previamente lavada con NaOH 1.2 M (Medina-Campos et al., 2007). La solucién de
ONOO- se guardo en alicuotas protegidas de la luz a -80°C. La concentracion de ONOO-
se determino espectrofotométricamente a 302 nm antes de realizar cada ensayo usando el

coeficiente de extincién molar de 1,670 M-1 cm-1 (Beckman et al., 1994).
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Para medir la capacidad atrapadora de ONOO- se utilizé amortiguador de fosfatos 75
mM pH 7.4 (como tubo control de 0% de atrapamiento), las muestras de curcumina y la
penicilamina (como compuesto de referencia), 25 pL de 33 pM de 4cido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), 35 uL. de 16 pM de DCDHF. La reaccién comenzo
con la adicién de 10 pL de 20.8 pM de ONOO-. Estos dos ultimos reactivos se
mantuvieron en hielo y protegidos de la luz hasta antes de adicionarlos a la mezcla de
reaccion. Se midio la fluorescencia a 485 nm de excitacion y a 528 nm de emision.

Acido hipocloroso

Para medir la capacidad atrapadora de esta especie se prepard el HOCI, usando una
solucion de NaOCl al 1% (v/v) a la que se le ajusté el pH a 6.2, con acido sulftrico diluido.
La concentracién de HOCI se determin6 espectrofotométricamente (295 nm) antes de
realizar cada ensayo usando el coeficiente de extinciéon molar de 100 M-1 cm-1 (Valentao
et al, 2002). La mezcla de reacciéon contenia la muestra o la vitamina C como compuesto
de referencia, 30 pL de 100 pM del 4cido aminobenzoico, 30 pL de 50 pM de HOCl y
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Las lecturas se tomaron cada 5 min por 15 min
con los filtros de excitacién a 280 nm y de emisidn a 340 nm.

Superoxido

La oxidacion fluorogénica de dihidrorodamina 123 a rodamina 123 se us6 para medir la
capacidad atrapadora de superdxido (Yanagisawa et al., 2009). La curcumina y el tiron
como compuesto de referencia se incubaron con 37°C por 30 min con 44 pM de
dihidrorodamina, 91 pM de xantina, 0.025 U de xantina oxidasa, 91 pM de EDTA, 36 mM
de Na,CO;. La fluorescencia se midi6 con los filtros de excitacion a 480 nm y a 610 nm de

emision.

Cultivos primarios de NGC.

Este protocolo se aprobé por el comité local de ética de la Facultad de Quimica (UNAM)
(FQ/CICUAL/059/13). Los cultivos de NGC se obtuvieron a partir de ratas Wistar de 7 dias
de nacidas a las que se les extrajeron los cerebelos y se eliminaron las meninges. Una vez

limpios se cortaron con un bisturi hasta obtener un homogenado. Se llevé a cabo la
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degradacion enzimadtica con 0.25% de tripsina a 37°C por 10 min; se detuvo la reaccion al
adicionar una soluciéon con 0.52% de inhibidor de tripsina y 0.08% de DNAsa y se
centrifugd para continuar con la disgregacion mecdnica con malla de nylon. Se realizé
una cuantificacion de células vivas usando azul de tripano y una camara de Neubauer. Las
células obtenidas se resuspendieron en medio de cultivo (MC), el cual estaba constituido
de medio basal Eagle, 2 mM de L-glutamina, 10% de suero fetal bovino inactivado por
calor y 5 U/mL de penicilina, 50 pug/mL de estreptomicina, 25 mM de KCl. Por dltimo, se
sembraron 14x10° 0 6x10° células en cajas de 24 pozos 0 60 x 15 mm, respectivamente, que
se trataron previamente con poli-L-lisina (0.25 mg/mL). El cultivo se mantuvo a 37°C en
una atmosfera humeda de CO, al 5% 24 horas después de la siembra se adicion6 citosina
arabinosa a una concentracién final de 10 pM para inhibir la proliferacion de células no
neuronales y a las 96 h se agrego glucosa a una concentracion final de 5 mM. Los cultivos
se observaron en un microscopio Eclipse TSi00 Nikon Instruments Inc. (Melville, NY,
USA) para verificar el desarrollo neuronal. Bajo estas condiciones de cultivo se
presentaron 5-7% de células gliales, dato obtenido de inmunocitoquimica con anticuerpos
anti-proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP) y anti-proteina 2 asociada a microtubulos
(MAP-2), marcadores glial y neuronal respectivamente. Las NGC cultivadas entre 8 y 9

dias in vitro se utilizaron para los experimentos.

Determinacion de la viabilidad celular.

MTT

Este método estd basado en la reducciéon de MTT a formazan que se utiliza como un
indice del estado funcional de la cadena respiratoria, mediante deshidrogenasas
mitocondriales activas, y por tanto, de células viables (Berridge & Tan, 1993). Pasadas 24 h
después de que las células se trataron con curcumina, se agreg6 el MTT (30 pL de una
solucion de 1 mg/mL), se incub6 por 1 h a 37°C, se elimind el liquido y se agrego
isopropanol acido al 4% para disolver el formazidn y se cuantifico

espectrofotométricamente a 570 nm. Se hicieron triplicados de cada concentracion asi
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como del control del cultivo con dimetilsulfoxido (solvente de la curcumina) al 0.1%. Los
datos obtenidos son el promedio de seis experimentos independientes.

FDA

El porcentaje de viabilidad se determiné mediante la cuantificacién de fluorescencia de
con fluoresceina, la cual se forma a partir de la desesterificacion del FDA por células vivas
(Yan et al.,, 1994). Las células se lavaron dos veces con amortiguador de fosfatos, pH 7.4
(PBS) a 37°C para después incubarlas con 12 pM de FDA por 5 min seguido de dos lavados
con PBS frio. La intensidad de fluorescencia se determin6 en el espectrofluorometro
Synergy HT (a 485 nm de exitacion y a 528 nm de emision). Los resultados se expresaron

como porcentaje de intensidad de fluorescencia.

Determinacion del efecto de la hemina en NGC.

Las NGC se incubaron con diferentes concentraciones de hemina para evaluar cudl era la
concetracion con la que se podria generar un dafio celular y que pudiera funcionar como
un modelo oxidante para subsecuentes experimentos. El MC se removid, se afadio
amortiguador Ringer y se adiciond hemina, se dejo por 1 h. Pasado ese tiempo se elimino
el toxico y se colocd de nuevo el MC que habia sido removido. Posteriormente se dejaron

las células hasta completar las 24 h y se midio6 la viabilidad celular.

Deteccion de ROS.

Se utilizaron las sondas dihidroetidio y carboxi-DCFDA, de acuerdo a Gonzalez-Reyes et
al. (2009). Al entrar a las células, las sondas se oxidan por ROS (principalmente por O2:-,
H202 y OH?¢). El dihidroetidio se oxida a etidio en el citosol, el cual es retenido en el
nucleo al interactuar con el DNA, emitiendo una fluorescencia roja brillante (Bindokas &
Ishida.,, 1996). La carboxi-DCFDA al ser oxidada se convierte en un compuesto
fluorescente 5-(y 6-) carboxi-2,7-diclorofluoresceina (carboxi-DCF), que emite un color
verde brillante en el citosol. Después de los tratamientos experimentales, las sondas se
afiadieron al amortiguador Ringer-Krebs y las células se incubaron durante 20 min,

después de lo cual se examinaron con un microscopio de epifluorescencia usando los
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cubos de fluoresceina B-2A/C (excitacion 450-490 nm) y G-2A (emisidén 510-590 nm)
marca Nikon para la deteccion de la carboxi-DCF y el etidio, respectivamente. La
intensidad de la fluorescencia de células positivas para etidio o carboxi-DCF se cuantifico
en 5 campos diferentes por pozo por condicion en tres experimentos independientes

mediante el analizador de imagenes NIS Elements (Nikon Instruments Inc.).

Determinacion de la proteccién por curcumina ante hemina en NGC.

Para este fin se utilizaron cajas de 24 pozos, se ajusto el volumen en cada pozo y se apartd
el MC. Se realizaron dos protocolos para evaluar el efecto de la curcumina con relacién al
dafio por hemina. El primero fue hacer incubaciones cortas (0.5-2 h) en NGC y mantener
todo el tiempo la curcumina para observar si su capacidad directa de atrapar ROS es
suficiente para evitar el dafio oxidante. El segundo protocolo fue a los 8 dias, las NGC se
pre-incubaron con diferentes concentraciones de curcumina por 24 h, pasado ese tiempo
se elimino el medio y se adiciond a los cultivos 30 pM de hemina por 1 h. Al final se
elimind el toxico y se reemplazd con el MC antes apartado. Las células se incubaron
durante 24 horas mas para evaluar la viabilidad celular.

Para determinar la participacion del sistema antioxidante HO y de GSH se usaron los
inhibidores SnMP (10 pM) y BSO (25 pM), respectivamente. Se siguié un protocolo similar
de pre-incubacidn con curcumina por 24 h, los inhibidores se afiadieron antes de agregar

hemina y permanecieron en los cultivos durante todo el tiempo.

Determinacion del efecto de la curcumina sobre la expresion de la HO-1 en NGC.

Para determinar el efecto de este compuesto en la expresion de HO-1 se incubaron las
NGC a los 9 dias con o, 5, 10, 20 y 30 pM de curcumina y posteriormente se hicieron
cursos temporales a las o, 4, 8,16 y 24 h con 15 pM de curcumina, se usaron cajas de 60x15
mm de didmetro con 6x10° células. Los paquetes celulares se obtuvieron con
amortiguador PBS mas inhibidor de proteasas y se lisaron por sonicacion durante 5

segundos.
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Las proteinas totales de los lisados se cuantificaron por el método de Lowry et al. (1951)
utilizando dlbumina sérica bovina (ASB) como estandar. Se cargaron 30 pg de proteina en
cada pozo de un gel desnaturalizante de poliacriamida al 12%, se realizé la separacion por
electroforesis a 100 V durante 2 h. Las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa por electroelucion en amortiguador de Towbin (20% de metanol) durante 1

h a 400 mA a 40C.

Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% disuelta en amortiguador
TBST y 0.1% de Tween 20 por una hora. Se usaron los anticuerpos policlonales anti-HO-1
(1:5,000) y como control de carga anticuerpos monoclonales anti-o-tubulina (1:5,000) y se
dejaron a 4°C toda la noche. Se realizaron 5 lavados con TBST de 5 minutos cada uno y se
colocaron los anticuerpos secundarios, anti-conejo (anti-HO-1) con una dilucién 1:10,000
y el anti-raton (anti-tubulina; 1:12,000) los cuales estaban acoplados a HRP,
permanecieron por una hora a temperatura ambiente con agitacion moderada. Al final se
realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno.

La deteccién se hizo por quimioluminiscencia [Millipore]. Se cuantifico la expresion de
HO-1 por densitometria. El nivel de induccion de la HO-1 se expres6 como el cociente de

HO-1/ tubulina y se utilizo el programa Image]J 1.47 del National Institute of Health.

Determinacion del contenido de glutation.

GSH+GSSG. La determinacion es una modificacion del método de Tietze descrito en 1969
(Tietze, 1969). El ensayo se realiza en placas de 96 pozos (Rahman et al., 2006) y se basa
en la reaccién del GSH con el acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) que produce el
cromoéforo 5-tiobenzoico (TNB) el cual tiene una absorbancia maxima a 412 nm. La
velocidad de formacién del TNB a esa longitud de onda es proporcional a la
concentracion de GSH en la muestra. El disulfuro generado (GS-TNB) es reducido por la
GR en presencia de NADPH. Debido a que la GR reduce al GSSG en dos moléculas de

GSH, la cantidad de GSH medido en la muestra representa la suma del glutation reducido

25



y del oxidado. La concentracion de GSH se calcula al usar una curva con concentraciones
conocidas de GSH.

Las células se colocan en medio de extraccion (amortiguador de fosfatos pH 7.4, 5 mM
EDTA, 0.1% de Tritén X-100 y 0.6% de acido sulfosalicilico), se sonica 1 min por intervalos
de 15 segundos en hielo, luego se congelan y descongelan 2 veces y el lisado se centrifuga
a 3, 000 g por 10 min para obtener el sobrenadante. Se mezclan 20 pL de muestra con 180
pL de una solucion de 2.5 mM de DTNB: 250 U/mL de GR (1:1) y con 60 pL de 0.8 mM de
NADPH. Se lee inmediatamente en un lector de placas a 412 nm por 2 min. Se usa una
curva estandar de GSH y se normaliza con la cantidad de proteina en la muestra.

GSSG. Se emplea el método de Griffith (Griffith, 1980), los extractos celulares son tratados
con 2-vinilpiridina (2-VP), que reacciona covalentemente con GSH (pero no con GSSG).
El exceso de 2-VP es neutralizado con trietanolamina.

La derivatizacion se realiza con 50 pL de sobrenadante mas 1 pL de 0.02% de 2-VP. La
reaccion se deja a temperatura ambiente por 1 h, pasado ese tiempo se agrega
trietanolamina al 0.06% por 20 min y se procede a mezclar con la solucion de 2.5 mM de
DTNB: 250 U/mL de GR (1:1) y con 60 pL de 0.8 mM de NADPH. Se lee en placas de 96
POZO0S a 412 nm por 2 min, se corre a la par una curva estandar de GSSG. Se calculan los
delta por minuto, se interpola con la curva éstandar y se relaciona con la cantidad de
proteina en la muestra (Rahman et al., 2006).

GSH fluorométrico. Este método se basa en la interaccion de monoclorobimano (mCB)
con GSH. El mCB forma un aducto estable, fluorescente y con una gran especificidad (a
diferencia de otros bimanos) con el GSH en una reaccion catalizada por GST (Fernandez-
Checa & Kaplowitz, 1990).

La mezcla de reaccion se pone en una placa oscura de 96 pozos para fluorescencia: mCB (1
mM), GST (1 U/mL), amortiguador de Krebs-Henseleit pH 7.4 y la muestra (33 pL). Se lee
en fluorémetro (excitacién a 385 nm, emision a 478 nm) durante 30 minutos (cada 15
minutos) a 37°C, se utiliza una curva estandar de GSH. Se calculan los delta de los 15
minuto, se interpola con la curva éstandar y se relaciona con la cantidad de proteina en la

muestra. Los resultados son expresados en nmoles de GSH/mg de proteina.

26



Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes.

GR. La mezcla de reaccion contiene amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6, 0.5 mM de
EDTA, 1.25 mM de GSSG y 0.1 mM de NADPH. El volumen final del ensayo incluida la
fuente de la enzima es de 1 ml. La absorbancia a 340 nm se mide cada minuto durante 3
minutos en un lector de placas. Una unidad de GR esta definida como la cantidad de

enzima que oxida 1 pmol de NADPH/min.

GST. La mezcla de reaccion contiene sobrenadante sin diluir, amortiguador de fosfato
0.05 M pH 6.5, 2 mM de GSH, 1 mM de 1-cloro-2, 4-dinitrobenceno (CDNB). La densidad
optica se mide a 340 nm cada minuto durante 3 minutos. Una unidad de GST conjuga 1

pumol de CDNB con GSH por minuto a pH 6.5 a 25°C.

SOD total. La actividad de la SOD se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la
reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superoxido generados por el
sistema de la xantina-xantina oxidasa (Oberley et al., 1984).

La mezcla de reaccién contiene, en concentraciones finales 0.122 mM de xantina, 0.122
mM de EDTA, 30.6 pM de NBT, 0.006% de ASB y 49 mM de Na,CO;. En este ensayo se
incluye un tubo en el que en lugar de muestra se usa amortiguador, la D.O. de este tubo
se considera como la maxima reduccion de NBT y los valores de D.O. de los tubos con
muestra se comparan con este valor. La reaccion se realiza por 15 minutos a temperatura
ambiente, se detiene con 0.8 mM de CuCl, y se lee a la D.O. a 560 nm. Una unidad de
SOD esta definida como la cantidad de enzima que inhibe la maxima reduccion de NBT al

50%. Los valores se expresan como U/mg de proteina.

Inmunocitoquimica para Nrf2.

Las NGC se sembraron en cubreobjetos tratados con 0.25 mg/mL de poli-L-lisina por 24 h,
colocados en placas de 12 pozos. Después de los tratamientos con curcumina o hemina o
la mezcla de ellos los cubreobjetos se lavaron con PBS. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% por 15 min, con posteriores lavados con PBS frio. Luego se

permeabilizaron con triton al 0.5% por 20 min, se lavaron con PBS y se bloquearon por 30
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min con una solucion que contenia ASB al 3%, triton al 0.5% y suero de caballo al 5%. La
incubacion con los anticuerpos primarios anti-Nrf2 (abcam 3163) fue de 3 h en una
camara humeda a 4°C. Se realizaron 3 lavados con PBS y la incubacién con los
anticuerpos secundarios acoplados a isotiocianato de fluoresceina (FITC) se dejo toda la
noche en cadmara hiumeda a 4°C. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS para
eliminar el exceso de anticuerpos y las células se tifileron con Hoechst 33258 para marcar
el nucleo. Las marcas de fluoresceina y de Hoechst se observaron en microscopio con los
filtros B-2 A/C (para FITC) y UV-2A (para Hoechst) y se obtuvieron fotografias

representativas. Los experimentos se repitieron tres veces.

Extraccion de nucleos y actividad transcripcional de Nrf2.

Después de los tratamientos se extrajeron los nucleos de las NGC con un estuche
comercial de Active Motif de acuerdo a las indicaciones del provedor: Las células se
lavaron con amortiguador de PBS que contenia inhibidor de fosfatasas y se recolectaron
en tubos de 1.5 ml los cuales se centrifugaron a 3, ooo g por 1 min. Se obtuvo el paquete
celular que se mantuvo en hielo para subsecuentes pasos. Para obtener la fraccion
citoplasmatica los paquetes celulares se colocaron en amortiguador hipotdnico 1X y se
incubaron en hielo por 15 minutos. Luego se agrego el detergente y se agitd en vortex
durante 10 segundos. La suspension se centrifugd por 30 segundos a 14, ooo g a 4°C. El
sobrenadante es la fraccidon citoplasmatica la cual se almaceno a -80°C hasta su uso. Los
paquetes celulares obtenidos se resuspendieron en amortiguador de lisis, se agitaron en
vortex por 10 segundos y se dejaron en hielo por 30 minutos. La suspension se agito en
vortex por 30 segundos y se centrifugd a 14, ooo g por 10 min a 4°C. El sobrenadante es la
fraccion nuclear que se almaceno a -80°C hasta su uso.

Para determinar la actividad transcripcional de Nrf2 se utilizé un estuche comercial de
Active Motif, que se basa en un ensayo de ELISA. El estuche consiste de una placa de 96
pozos los cuales tienen en sus paredes el oligonucleotido con la secuencia consenso de
union a los sitios ARE (5'-GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3) de manera que la forma

activa de Nrf2 contenida en los extractos nucleares se une a ese oligonucledtido. La
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adicion de anticuerpos primarios anti-Nrf2 reconoce a la proteina de Nrf2 que quede
unida al oligonucleotido. El reconocimiento de este complejo se realiza con la adiciéon de
anticuerpos secundarios acoplados a la HRP y la adicién de un sustrato. La formacion del
producto de esta reaccion se mide espectrofotométricamente a 450 nm. El protocolo se
hizo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se usaron 20 ug de proteinas del
extracto nuclear (cuantificadas por el método de Bradford con el reactivo comercial
(Sigma), usando ASB como estandar) a los cuales se agregaron el amortiguador de union
junto con la muestra (el estuche incluye un control positivo que son células COS-7
transfectadas con Nrf2). Luego realizo una incubacion de 1 h con los anticuerpos anti-Nrf2
y anticuerpo secundario (usando una dilucién 11000), se realizaron 3 lavados,
respectivamente. Se afiadid el reactivo desarrollador de color que se dejé por 6 minutos y
al final se afadio el reactivo para detener la reaccion. La D.O. se determino en un lector
de microplacas multi-modo Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA). A la D.O. obtenida de las muestras se le resta el blanco de la reaccion y se

presentan los datos en valores de D.O..

Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron con el programa Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego California, USA). Se realizé una prueba de ANOVA de una via, seguida de un
analisis de comparacion multiple (Dunnett o Newman-Keuls, segun fuera el caso). Se
consider6 una p=< 0.05 como diferencia significativa. Los datos se expresaron como media

+ error estandar de la media (EEM).

RESULTADOS
Capacidad atrapadora de curcumina sobre ROS.

La curcumina que se utilizo en este trabajo fue con la mas alta pureza encontrada en el
mercado (98.5%). La curcumina que se utiliza de manera regular tiene solo un 80% de

curcumina y esta mezclado con otros curcuminoides que pudieran participar en la
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respuesta, puesto que se ha demostrado que los otros curcuminoides también tienen
propiedades bioldgicas similares (Wang & Qiu, 2013).
Los resultados de la capacidad de atrapamiento ante diferentes especies reactivas se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Capacidad atrapadora de curcumina (98 % pureza) y compuestos de

referencia (ICs0, pg/mL).

Curcumina Referencia Compuesto

Radical peroxilo (ROO¢®) 0.32%0.018 0.15+£0.009 Trolox
Anidn peroxinitrito (ONOO’)  2.75+0.14 9.98+1.42 Penicilamina
Anidn superdxido (O2°7) 3.15+0.32 3.08+0.26 Tiron
Peroxido de hidrégeno (H,O,) 8.64%0.57 26.81%1.9 Piruvato
Oxigeno singulete (‘O,) 9.44+0.38 0.578+0.036  Acido lipoico
Acido hipocloroso (HOCI) 109.44%4.4 0.083+0.003  Vitamina C

n=3, media=EEM.

Modelo oxidante: hemina.

Para la estandarizaciéon del modelo oxidante in vitro se probaron concentraciones
crecientes de la hemina preparada en fresco (disuelta en NaOH 40 mM) y mantenida en
oscuridad. A los 9 dias las NGC se dejaron por 1 h con la hemina. La viabilidad celular se
midi6 a las 24 h siguientes después de agregar la hemina por dos métodos, uno
fluorescente (hidrolisis de FDA; Fig. 4A) y otro espectrofotométrico (reduccion de MTT;
Fig. 4B). El propdsito fue corroborar que no existiera algun tipo de interferencia con el
método de MTT, que es el mas utilizado, y se realiz6 la correlacion entre los métodos
(r*=0.993) (Fig. 4C). Se tomaron fotografias de campo claro representativas del efecto de
la concentracion de hemina (o, 10, 15, 20, 30 y 50 uM) después de 24 h (Fig. 4D). Con base

en la alta correlacion de los métodos se uséd el ensayo de MTT en los experimentos
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posteriores por su facilidad técnica. Se observd que con una concentracién de 30 uM de
hemina se mantuvo alrededor del 50 % de células vivas y por ello se usd esta
concentracion para probar el efecto de curcumina.

Por otra parte, se realizaron ensayos con la hemina sobre la expresiéon de la HO-1, la cual
es una enzima inducida por este compuesto y se observd que la expresion de proteina
bajo las condiciones de trabajo no aumento significativamente (Fig. 5).

Para evaluar si la toxicidad de hemina era mediada por la formacion de ROS, las células se
trataron con 30 uM de hemina por 1 h y se tomaron fotografias de la fluorescencia
generada con los compuesto carboxi dicloro-dihidrofluoresceina (carboxi-DCF) y con el

etidio, para posteriormente cuantificar las veces de aumento (Fig. 6).
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Fig. 4. Efecto de la hemina sobre la viabilidad celular de NGC. Diferentes concentraciones
de hemina se usaron en los cultivos por 1 h y se mantuvieron por 24 h mas en medio de
cultivo para cuantificar la viabilidad celular. A. fluorescencia de FDA (%), B. reduccion de
MTT (%), C. Indice de correlacion entre el FDA y el MTT, D) imagenes de campo claro
representativas de las células tratadas con 0-50 uM de hemina, aumento 40X. Los datos se

expresan como media+EEM; n=5. >|<P<o.05 vs. 0 uM (control).
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Efecto de la curcumina sobre la viabilidad celular.

Las NGC se incubaron con concentraciones crecientes de curcumina (o-50 uM). Se
observo que la morfologia de las células se mantuvo constante con los cuerpos definidos y
los procesos gruesos. A partir de 50 uM, los cuerpos se empiezan a hinchar y perder, en
cuanto a los procesos se vuelven delgados (Fig. 7A). Esto se relaciona con la menor
viabilidad observada tanto en la reduccién de MTT como en la fluorescencia de FDA, la

cual es significativa a concentraciones mayores de 30 uM (Fig. 7B).
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Fig. 5. Efecto de la hemina sobre los niveles de HO-1 en NGC. Las células se incubaron
con hemina por 1 h y se obtuvo el paquete celular 24 h después del tratamiento. El
inmunoblot de HO-1 y tubulina (control de carga) con las veces de induccién se
presenta en el panel superior; la imagen representativa del western blot de las
proteinas anteriores, panel inferior. Los datos se expresan como media+tEEM. n=3. Las
concentraciones probadas no presentan diferencias significativas contra el control (o
uM).
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Fig. 6. Efecto de la hemina sobre los niveles de ROS en NGC. (A) Imagenes
representativas después del tratamiento con 30 uM de hemina por 1 h; campo claro (40X)
en el panel izquierdo, carboxi-DCF y etidio en los paneles medio y derecho,
respectivamente. Se presenta el mismo campo para cada condicion. (B) La intensidad de
fluorescencia de carboxi-DCF o etidio se midi6 en 5 campos diferentes por pozo por
condicion. Los datos se expresaron como media+EEM, n=3. *P<0.05 vs 0 pM.
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Fig. 7. Efecto de la curcumina sobre la viabilidad de NGC. Las neuronas se incubaron con 5,
10, 20, 30 y 50 uM de curcumina por 24 h. A. Imagenes de campo claro representativas del
efecto de las concentraciones de curcumina en la morfologia celular, B. la viabilidad celular
se cuantificé por MTT y FDA. Los datos se expresan como media+EEM; n = 6. "P<0.05 vs. 0
puM.
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Efecto de la incubacion de la curcumina en NGC antes de condiciones de estrés

oxidante.

Para evaluar el efecto de la curcumina en cultivos de NGC expuestos a estrés oxidante con
30 uM hemina, se realizaron primero incubaciones cortas de 0.5, 1 y 2 h y permanentes
todo el tiempo antes y después de hemina hasta las 24 h en que se midio6 la viabilidad
celular (Fig. 8A). Por otra parte, se pre-incubéd con 5, 10 y 15 uM de curcumina 24 h antes
de la hemina (Fig. 8B).

Se observo que las incubaciones cortas, en donde la curcumina podria estar ejerciendo su
funcion de atrapador directo de ROS, fallaron en prevenir el dafio por hemina, mds atn se
observa una exacerbacidn en la muerte celular. Sin embargo, con la pre-incubacién por 24
h, que muestra su funcion de antioxidante indirecto, se previene el dafio por hemina. En
los subsecuentes experimentos se utilizo el protocolo de pre-incubacion de 24 h con

curcumina.
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Fig. 8. Efecto de la curcumina sobre la viabilidad de NGC expuestos a hemina. A. Las
NGC se incubaron con 15 uM de curcumina por 0.5, 1 y 2 h antes de la hemina. La
curcumina permanecio hasta que se cumplieron 24 h para medir viabilidad celular. B.
Las neuronas se incubaron con 5, 10 y 15 uM de curcumina por 24 h. El medio de cultivo
se retird y la hemina se adicion6 por 1 h. Posteriormente el téxico se elimind y se puso
medio fresco y se incubd por 24 h mas. La viabilidad celular se cuantificé por la
reduccion de MTT. Los datos se expresan como media+tEEM; n = 3-6. *P<0.001 vs. 0,
®P<0.001 vs. hemina.

Por otra parte, se evaluo el efecto sobre la produccion de las ROS con la pre-incubacion

con curcumina por 24 h previo a la exposicién a hemina. Los niveles de ROS cuantificados
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como fluorescencia de etidio disminuyeron de manera significativa con 5, 10 y 15 uM de

curcumina (Fig. 9).
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Fig. 9. Efecto de la curcumina en la produccion de ROS con y sin hemina en NGC. A.
Imagenes de campo claro y fluorescencia de etidio con 5, 10 y 15 uM de curcumina sin y
con hemina, B. Cuantificacidn de la fluorescencia de 5 campos aleatorios por condicion en

experimentos independientes. Los datos se expresaron como media+EEM; n = 3. P<o.05
vs. 0, *P<0.05 vs. hemina.
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Efecto de la curcumina en la expresion de HO-1 en las NGC.

Se evaluo6 si la curcumina induce a la HO-1 en las NGC. Las células se incubaron por 24 h
con concentraciones crecientes de este compuesto mediante el andlisis de la expresion de
proteina por western blot. La induccion de HO-1 fue dependiente de la concentracion y
desde 5 uM hubo un aumento significativo en la proteina (Fig. 10A). En cuanto a la
respuesta sobre el tiempo se observo que desde las 8 h y hasta las 24 h hay un aumento

significativo con 15 uM (Fig. 10B).
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Fig. 10. Efecto de la curcumina en la induccién de HO-1 en NGC. En la parte superior se
presenta la densitometria de las veces de aumento de la enzima HO-1 respecto a la
tubulina como control de carga. En la parte inferior se encuentra la imagen representativa
del inmunoblot correspondiente. A. Efecto de las concentraciones de curcumina en la
induccion de HO-1 después de 24 h, B. Efecto del tiempo con 15 uM de curcumina en la

induccion de HO-1. Los datos se expresan como media+EEM; n = 4. >|<P<o.05 vs. 0 uM.

Efecto de la inhibicion de HO y glutation sobre la proteccion celular generada por
curcumina, en cultivos expuestos a condiciones de estrés oxidante.

Se evalud la participaciéon del sistema HO en la proteccion celular que se obtuvo en la
pre-incubacién de los cultivos celulares que se retaron con hemina. Se us6 10 uM del
inhibidor SnMP. El protocolo que se sigui6 fue similar al utilizado con la hemina. La

diferencia consistio en poner el SnMP 15 min antes de afiadir la hemina y este inhibidor
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estuvo presente durante todo el experimento. La inhibicién de HO evito la proteccion que
se presentd con la pre-incubacion de 10 uM de curcumina y la adicién de hemina (Fig. 11).
En la Fig. 12 se presentan imdgenes representativas de las condiciones que se usaron en el

experimento en el cual se bloqueo la proteccion que la curcumina ejercié ante estrés

oxidante.
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Fig. 1. Efecto del inhibidor SnMP sobre la viabilidad de NGC pre-incubadas con 10 uM de
curcumina y expuestos a hemina. Las neuronas se incubaron con 10 uM de SnMP por 15
min y se adicioné hemina por 1 h. Posteriormente el toxico se eliminé y se afiadié medio
fresco y se incubd con el inhibidor por 24 h mas. Finalmente, la viabilidad celular se
cuantifico por la reducciéon de MTT. Los datos se expresan como mediatEEM; n = 6.

*P<o.o5 vs. 0 uM.
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10 uM SnMP- -
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Fig. 12. Imdgenes representativas de la morfologia de las NGC sobre el efecto del pre-
tratamiento con curcumina (C) y posterior exposicion con la hemina (H) y con el SnMP.
Campo claro, aumento 40X.

Por otra parte, se evalud la participaciéon del GSH como el antioxidante endégeno mas
abundante en el sistema. Se midio la viabilidad celular de las neuronas que se pre-
incubaron con 15 uM de curcumina y que posteriormente se expusieron a 25 uM de BSO
(concentracion que no afecta la viabilidad celular ). Este compuesto se adicion6 1 h antes

de agregar la hemina y permanecié durante todo el ensayo. El BSO bloque¢ la proteccion
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de la curcumina de manera significativa (Fig. 13). Este evento sugiere que la presencia del

GSH tiene un papel importante en la proteccion.
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Fig. 13. Efecto del inhibidor BSO sobre la viabilidad de NGC pre-incubadas con 15 uM de
curcumina y expuestos a hemina. Las neuronas se incubaron con 25 uM de BSO por 1 h
antes de la adicion hemina por 1 h. Posteriormente el toxico se elimino y se puso medio
fresco y se incubd con el inhibidor por 24 h mas. Finalmente, la viabilidad celular se
cuantificé por la reduccion de MTT. Los datos se expresan como media+EEM; n = 6.

* .
P<0.05 vs. 0 uM ®P<0.001 vs. hemina.

El sistema GSH en los cultivos de NGC incubados con curcumina y expuestos a
hemina.

Las NGC se incubaron con curcumina (0-30 uM) y se midio la cantidad de GSH, el GSSG y
la cantidad de [GSH] + [GSSG]. La curcumina aumento el contenido de [GSH] + [GSSG]
que se debe principalmente al GSH, pues el contenido de GSSG es bajo (Fig. 14).

Por otra parte, la hemina aumenta los niveles totales de GSH, esto es, la suma de GSH y

GSSG. Sin embargo esto se explica porque aumenta el contenido de GSSG y disminuye los

41



niveles de GSH reducido. Las pre incubaciones con 15 uM de curcumina evitaron la

disminuciéon de GSH y el aumento de GSSG, inducidos por hemina (Fig. 15).
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Fig. 14. Efecto de la pre-incubacién de curcumina en los niveles de GSH y GSSG. Las
neuronas se incubaron con 5-30 uM de curcumina por 24 h. A. niveles de GSH y GSSG en
NGC, B. niveles totales de GSH, [GSH]+[GSSG] en NGC. Los datos se expresaron como

media+EEM; n = 4. *P<o.05 vs. 0 uM.
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Fig. 15. Efecto de la pre-incubacion de curcumina en NGC expuestas a hemina sobre los
niveles de GSH y GSSG. Las neuronas se incubaron con 15 uM de curcumina por 24 hy se
adicioné hemina. El BSO se us6 como control. A. Niveles de GSH, cuantificacion
fluorométrica, B. Niveles de GSSG, C. relaciéon GSH/GSSG, D. Niveles totales de GSH,

[GSH]+[GSSG] en NGC. Los datos estan expresados como media+EEM; n = 4. *P<o.05 Vs.
o uM, # P<o0.05 vs. hemina.

Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes.

Se evaluaron las enzimas antioxidantes GST, GR y SOD para tener un panorama mas
completo del sistema antioxidante que podria tener una contribucion con el efecto de
pre-incubar la curcumina antes del reto toxico. Se observo que en estas enzimas aumento
la actividad después de 24 h de tratamiento con curcumina y que se mantuvo aumentada
aun con 24 h de recuperacién. En el tratamiento de curcumina y hemina se encontr6 que
la actividad se mantuvo aumentada aunque el cambio no logrd ser significativo con

respecto a las células sin tratamiento (Fig. 16).
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Fig. 16. Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes.
(arriba) GR, (medio) GST y (abajo) SOD. Las células se incubaron con la
curcumina 15 uM por 24 h, antes del tratamiento con hemina o en su caso se
dejaron las células recuperandose 24 h. Los datos se expresan como media +
SEM; n = 3-5. *P< 0.05 vs o uM.

Efecto de la curcumina sobre Nrf2.

Con base en lo anterior, en el que hay un sistema antioxidante activado o aumentado en
sus niveles por efecto de la curcumina, que permanece después del reto con hemina, se

planted averiguar si el factor Nrfz2 estaba involucrado en el proceso. Lo anterior se
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determinoé con una inmunocitoquimica para observar la presencia en el nucleo y con la
actividad transcripcional de Nrf2. Se observo que la incubacién con 15 uM de curcumina
indujo la traslocacion de Nrf2 al niicleo desde las 6 h y permanecid hasta 24 h, esto es en
el tiempo de recuperacion, y la hemina no traslocé a Nrfz al ntcleo de manera
significativa (Fig. 17A, B). Asimismo, se observo que hubo una activacion de Nrf2 y que

esta permanecié en cuanto estuvo mezclado curcumina y hemina (Fig. 17C).

Campo claro Anti-Nrf2 Hoechst Campo claro Anti-Nrf2 Hoechst
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Fig 17. La curcumina trasloco al nacleo y activo a Nrf2 en NGC. Las células tratadas con 15
uM de curcumina (C) por 1, 4, 6, 16 y 24 h. La hemina (H) se dejé 1h en las células. Para los
co-tratamientos la curcumina se afiadid 24 h previas a la exposicidon con hemina. Las C24
h + 24 h, C24 h + H, C24 h + H + 24 h, tienen un tiempo de recuperacién de 24 h. A.
Imagenes representativas de la inmunocitoquimica para Nrf2 y la sefial nuclear con
Hoechst 33258. Lado izquierdo, campo claro; medio, Nrf2; derecho, Hoechst 33258. B.
Cuantificacién de la fluorescencia obtenida de 5 fotografias por pozo por condicion. C.
Actividad transcripcional de Nrf2 cuantificada espectrofométricamente, las NGC se
trataron con 15 uM de curcumina por 24 h y en su caso se adicion6 hemina por 1 h. Las
células COS-7 se usaron como control positivo de la actividad. Los datos se expresan

como media + SEM; n = 3. *P< 0.05 vs 0 uM.
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RESUMEN DE RESULTADOS.

La curcumina es un antioxidante que protege del estrés oxidante por hemina a las NGC
en cultivo. La hemina es un toxico potencialmente importante en el sistema nervioso
central porque es la forma oxidada del grupo hemo y su presencia puede aumentar en
algan dafo cerebrovascular. La proteccion de las NGC esta medida por la induccién de la
HO-1 y el aumento en la cantidad de GSH asi como de las enzimas GR, GST y SOD
cuando las células se incuban con 15 uM de curcumina por 24 h previas a la presencia de
hemina. El factor Nrf2 se traslada al nucleo y se activa con la presencia de curcumina por

24 h previas al dafio.

DISCUSION

En este trabajo se evalu¢ la funcionalidad antioxidante de la curcumina ante un evento de
estrés oxidante. Un antioxidante bifuncional se caracteriza por la habilidad de atrapar
ROS de manera directa y de inducir enzimas de fase Il o de citoproteccion. La curcumina
tiene esas dos caracteristicas y al igual que otros compuestos provenientes de fuentes
naturales el intéres de estudiar su mecanismo de accion ha aumentado
considerablemente (Kelsey et al., 2010).

La curcumina es un compuesto pleitropico pues la cantidad de blancos moleculares como
cinasas, factores de transcripcion, ciclinas, componentes epigéneticos, entre otros, lo que
le confiere caracteristicas terapéuticas muy atractivas (Thangapazham et al., 2006).

El estudio de la curcumina en muchos modelos genera la posibilidad de considerar a este
abundante componente del tirmerico como un agente protector. Sin embargo, a pesar
que en la base de datos de Pubmed hay mas de 6, ooo articulos con tema principal
curcumina y sus efectos biologicos, es importante tener en cuenta el legado de Paracelso,
que indica "Todo puede ser un veneno dependiendo de la dosis". Esta idea estd muy
relacionada al término de hormesis, que involucra de modo sustancial el mecanismo de

accion de un mismo compuesto dependiendo de la concentracidon. La curcumina es
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considerada como un agente hormético, ya que también presenta caracteristicas pro-
oxidantes. En condiciones de hormesis se genera un estado de estrés medio para que el
sistema pueda responder a una situaciéon de dafio (Calabrese et al., 2010).

La funcionalidad quimica de la curcumina la hace un potenciador de efectos, pues si bien
hasta hace poco se consideraba como un compuesto no tdxico y bien tolerado por el
organismo, en algunos estudios recientes se ha puesto de manifiesto que tiene efectos
adversos (Aggarwal et al., 2007; Lee et al., 2013).

Con base en las ideas anteriores, es relevante evaluar el efecto que tiene la curcumina en
un modelo en particular. En este estudio se utilizé un modelo con NGC las cuales son
ampliamente usadas para dilucidar mecanismos moleculares (Contestabile, 2002), en
particular, se utilizaron las neuronas con g dias in vitro, condicién que asemeja a la
neuronas de un organismo maduro.

Por otra parte, la hemina se eligié como generador de dafno por su posible relevancia
fisioldgica al ser un producto de la oxidacion de la hemoglobina que puede ser liberada en
cualquier proceso de dafio cerebral como hematomas o derrames cerebrales (Qureshi et
al., 2009). La hemina es degradada por la actividad de HO generando subproductos que
tienen funcionalidad bioldgica en condiciones en las cuales no se producen en exceso
(Orozco-Ibarra et al., 2009; Gonzalez-Reyes et al., 2009). Sin embargo, en eventos en los
cuales la exposicion al sustrato es grande, como es caso de alguna hemorragia, se puede
dar una situacion deletérea para el organismo. Se ha sugerido que el Fe libre es el
principal mediador del dafio después de la actividad de HO pues su presencia aumenta la
posibilidad de generar *OH vy, por lo tanto, de que ocurra la lipoperoxidaciéon. En este
sentido la actividad de la HO resulta contradictoria. Mas alla de la cantidad de Fe libre
que no es la causa fundamental de dafio en astrocitos y NGC de rata (Dang et al., 2011a;
Dang et al., 20ub) estd la idea de que el consumo energético para degradar a la hemina es
lo que afecta a la célula. Se requieren siete electrones del NADPH para romper a la
hemina hasta biliverdina. La degradacion continua de hemina podria consumir grandes
cantidades de NADPH creando con ello un serio problema en el cerebro con hemorragia,

puesto que el NADPH citosolico es regenerado esencialmente por la via de las pentosas
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fosfato, ruta que podria ser menos activa en las condiciones de hipoglucemia que
envuelven al dafio. Ademas de la actividad de HO, el NADPH es necesario para regenerar
GSH a partir de GSSG, lo que aumentaria la presencia de ROS, generando dafio celular al
tener disminuido el sistema antioxidante endogeno (Robinson et al., 2009; Liddell et al.,
2006). En estudios recientes, se ha descrito que la exportacion de la hemina es un evento
importante para disminuir la toxicidad de este compuesto, la unién a dlbumina o
deferoxamina permiten la exportacion y en las neuronas es mayor (Che-Roetling et al.,
2014).

En este trabajo las condiciones de dafio oxidante que se utilizaron fueron con 30 uM de
hemina por 1 h de incubacion en las NGC, lo que produjo una disminucion en la
viabilidad celular y un aumento en la cantidad de ROS. Ademas que la actividad de HO
no se aumento significativamente, lo cual correlaciona con datos previos (Dang et al.,

2011a).

Antes de evaluar el efecto de la curcumina sobre las NGC, se confirmé la actividad
atrapadora de ROS. Se emplearon ensayos fluorométricos que demostraron que la
curcumina con alta pureza utilizada en este estudio posee actividad comparable a los
compuestos de referencia y es este curcuminoide y no otro el que estaba ejerciendo algun
efecto.

La curcumina en concentraciones bajas (hasta 30 uM) no afecta de manera sustancial la
viabilidad celular de las NGC. No obstante, se prefirio utilizar concentraciones entre 5y 15
uM para determinar el efecto de la curcumina, para estar en las concentraciones mas
bajas sin efecto toxico que puedan generar un efecto protector

Para probar su papel de antioxidante bifuncional se propusieron dos estrategias. La
primera fue para evaluar su papel directo, al utilizar tiempos cortos de incubacidn antes
de la hemina y dejar a la curcumina presente todo el tiempo para que ejerciera su papel
de atrapador de ROS. Este esquema falld en generar proteccion y de hecho se magnifico el
dafio medido como viabilidad celular. Esto se relaciona con lo antes descrito en un

modelo con células HepG2 donde la cucurmina con incubaciones de un par de horas no
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protegio del dafio por H,O, (Chen et al., 2o11). La explicacion es que en el periodo inicial
la curcumina se autoxida y genera un aumento de ROS lo que se suma al estrés con el
toxico utilizado (Sandur et al., 2007; Griesser et al., 2011).

El segundo esquema experimental para evaluar el papel de antioxidante indirecto
mediante la induccion de enzimas citoprotectoras fue de pre-tratamientos con curcumina
por 24 h previas al dafio. Bajo este procedimiento se observd una prevencion del dano
oxidante, puesto que la muerte celular y la produccién de ROS se atenuaron. En este
sentido, la induccion de enzimas citoprotectoras podria tener una funcion importante. En
este estudio la curcumina aumentd los niveles de HO-1, el contenido de GSH y la
actividad de enzimas como GR, GST y SOD involucradas tanto en el ciclo redox del GSH
asi como en el atrapamiento de ROS.

Se ha descrito que estas enzimas citoprotectoras estan reguladas en gran medida por el
factor de trascripcion Nrf2 (Esatbeyoglu et al., 2012; Zhang et al., 2013). Bajo condiciones
normales Nrf2 esta unido a Keap-1 en un dimero. El represor Keap-1 es una molecula con
una gran cantidad de cisteinas en su composicidon y al menos cinco son esenciales para
regular la union a Nrfz y llevarlo a degradacion proteosomal (Turpaev, 2013). La proteina
Keap-1 se considera un sensor redox pues en presencia de un electréfilo o compuesto
generador de estrés pueden oxidarse algunas cisteinas y causar la separaciéon de Nrfz,
permitiendo con ello su exportacion al nicleo para que se lleve a cabo la transcripcion de
los genes de las enzimas citoprotectoras (Esatbeyoglu et al., 2012; Lee & Johnson, 2004).
Aun no se sabe con certeza cual es la cisteina blanco en Keap-1 por parte de la curcumina,
como es el caso del sulforafano en que la cisteina 151 es la que se modifica (Dinkova-
Kostova et al., 2002). Lo que si se sabe es que curcumina modifica el ambiente redox y
oxida las cisteinas al llevarse a cabo su proceso autoxidativo en el que se empieza a
modificar su estructura para posteriormente ser activador de genes de enzimas de fase II
(Dinkova-Kostova et al., 1999; Lima et al., 2o11).

En varios estudios in vivo e in vitro se demostré que la curcumina activo la sefializacién de
Nrf2 (Balogun et al., 2003; Scapagnini et al., 2006, Jiang et al., 2on). En este trabajo se

investigo cual es el efecto de la curcumina sobre el Nrf2 en la exposicion de horas de este
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compuesto en las NGC. Se hizo un andlisis temporal a partir de 30 min y no se observo
una sefnal para Nrf2 mediante inmunocitoquimica, sino después de las 8 h,
permaneciendo hasta después de 24 h posteriores al retiro de curcumina. Este evento
sugiere que la proteina de Nrf2 pudiera estar en un proceso de estabilizacion, ademas de
acumularse gradualmente, sin llegar a tener niveles toxicos para la célula. No solo se
observo la sefial de traslacion al ntcleo, sino que también hubo una activacion de Nrfz. El
tiempo de activacion de Nrf2 por curcumina coincide con la mayor actividad de las
enzimas GR, GST y SOD.

Sin embargo, la funcién de Nrfz en las NGC solo esta ligado a la mayor actividad de Nrf2 y
de las enzimas. Puesto que habria que disminuir o prescindir de Nrf2 para averiguar si
aun asi hay mayor actividad de las enzimas.

No esta completamente dilucidado como es que la curcumina activa a Nrf2, porque si el
solo hecho de generar un estrés fuera requerido, la hemina podria haber activado a Nrf2,
lo cual no se observo con con este compuesto per se ni con la mezcla con curcumina.

Las modificaciones quimicas que sufre la curcumina cuando entra a las células es parte de
su potencial uso, al igual que otros fitoquimicos como es el caso de la quercetina, la cual
activd también a Nrf2 en NGC a tiempos largos de incubacién (Arredondo et al., 2010).
Ademas, si el estatus de GSH como una relacion GSH/GSSG estuviera desquilibrado al
estar presente curcuminag, la relacion hubiera bajado, considerando un estrés oxidante por
el aumento progresivo del GSSG. Por el contrario, lo que se observd fue un aumento del
contenido de GSH, el cual se mantuvo aun en presencia de hemina, la cual si genera una
disminucion de la relacion GSH/GSSG.

En astrocitos se ha observado que la presencia de GSH atenua la inflamacién y el dafio de
lipoperoxidacion que conduce a la necrotopsis (una forma alternativa de regular la
necrosis que procede via un mecanismo independiente de caspasas, Degterev et al., 2005)
generada con la hemina (Laird et al., 2008).

Los resultados en conjunto sugieren que la participacion de curcumina para aumentar el

sistema antioxidante enddgeno es importante cuando existe un dafio oxidante. Teniendo
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en contexto la cantidad de compuesto a usar asi como el tiempo de exposicion para evitar

un daiio al organismo con un compuesto con curcumina.

CONCLUSION.

La actividad antioxidante directa de curcumina no previno la muerte celular de los
cultivos neuronales.

La funcion antioxidante indirecta de curcumina, con el pre-tratamiento por 24 h de las
NGC, activa y traslada a Nrfz2 al nucleo con la consecuente induccion del sistema
antioxidante enzimatico y no enzimdtico que promueve proteccion contra el estrés
oxidante por hemina.

La HO-1y el glutation tienen un papel importante en evitar la muerte, manteniendo los

niveles de proteina y contenido, respectivamente.

PERPECTIVAS.

La participacion de Nrf2 puede ser evaluada desde otras alternativas como serian
evaluar la cantidad de la proteina que se encuentra en el citoplasma y en el nucleo para
verificar que haya una traslacion. Ademas de tener un mecanismo en el que se
disminuya la cantidad de Nrf2 en el nucleo para medir la actividad de las enzimas GR,
GST y SOD y determinar que la presencia de Nrf2 esta implicado en el proceso de
citoproteccion en las NGC.

También puede evaluarse la parte prooxidante de la curcumina en las horas inicales de
incubacion, donde se modifica la estructura del compuesto y de esta manera

determinar si hay un efecto de hormesis en el proceso.
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