R NI TN § 7

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado de Ciencias Bioquimicas

Efecto de la Curcumina en las Alteraciones Lipidicas

de la Enfermedad Renal Crénica

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctora en Ciencias

PRESENTA:

M en C. Zeltzin Alejandra Ceja Galicia

TUTOR PRINCIPAL:
Dr. José Pedraza Chaverri.

Facultad de Quimica, UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:

Dra. Veronica Guarner Lans

Instituto Nacional de Cardiologia
Dr. Israel Pérez Torres.

Instituto Nacional de Cardiologia

Ciudad Universitaria, Ciudad de México. Agosto,

2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A mi familia que siempre me ha apoyado en todos los proyectos que he decidido realizar y a mis
amigos que han sufrido y batallado conmigo las adversidades de realizar un doctorado, su infinito

amor me mantuvo fuerte y constante en el camino.

A mis compafieros de trabajo y a todos los investigadores que de igual manera me apoyaron fisica y

mentalmente en este trayecto.

A mis tutores que me dieron el conocimiento y las herramientas para avanzar en mi posgrado hasta

lograr la obtencién del grado.

A todas estas personas con quienes he cruzado caminos y que han dejado su huella en mi;
desconocidos que se convirtieron en amigos, amigos que se convirtieron en modelos a seguir y

familia, les dedico esta tesis por las experiencias que vivimos y por los lazos que compartimos.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a la Dra. Edilia Tapia por su paciencia y apoyo, su aportacion en la elaboracion del
modelo experimental fue fundamental en el desarrollo de este proyecto. Su guia y ensefianza se

mantendra en mi mente por siempre.

Esta investigacion fue financiada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) México,
proyecto nimero A1-S-7495, por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica (PAPIIT), proyecto niimero IN200922 de la Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM) y por el Programa de Apoyo a la Investigacién y el Posgrado (PAIP) namero 5000-9105.



RESUMEN

La prevalencia de la enfermedad renal crénica (ERC) esta en constante incremento. Dentro de la
signologia que desarrollan los pacientes que encuentra la dislipidemia, lo que favorece la presencia
de eventos cardiovasculares. Sin embargo, los mecanismos del desarrollo de dislipidemia en ERC no
se comprenden completamente. Se ha demostrado que la curcumina (CUR), que no posee efectos
secundarios y tiene multiples efectos benéficos en el modelo de ERC nefrectomia 5/6 (5/6Nx), por lo
que se ha propuesto como tratamiento de la dislipidemia. El objetivo de este trabajo fue determinar
el mecanismo fisiopatolégico de la dislipidemia de la ERC evaluando el potencial efecto terapéutico
de la curcumina sobre el metabolismo de lipidos del higado y rifiéon del modelo Nx5/6. El modelo se
estableci6 eliminando 5/6 partes de la masa renal, la progresidn a ERC se establecié 4 semanas post
cirugia. Se utilizaron ratas macho Wistar con 5/6Nx, la CUR (120 mg/kg) fue administrada en la
semana 5 a la 8. Se encontré que la CUR revirti6 el dafio en el rifiébn y en el higado, y la
hipertrigliceridemia inducidos por la 5/6Nx. También revirti6 la despolarizacién de la membrana
mitocondrial y las fallas en la f3-oxidacién en el rifién, asi como el incremento en la captura de lipidos
y los niveles elevados de proteina involucrados en la sintesis de acidos grasos en el rifién y el higado.
Ademas, la curcumina disminuy6 la lipogénesis e increment6 los marcadores de la biogénesis
mitocondrial en el higado. En conclusidn, el efecto terapéutico de la CUR en la hipertrigliceridemia
inducida porla 5/6Nx se asocia a la restauracion de la f3-oxidaciéon mitocondrial renal y a la reducciéon

de la sintesis y captura de lipidos en el rifién y en el higado.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad renal crénica

La enfermedad renal crénica (ERC) afecta a mas de 800 millones de personas alrededor del mundo
(Lv & Zhang, 2019) lo que la convierte en una de las enfermedades mas importantes a tratar. La ERC
se caracteriza por diferentes sintomas como son: la disminucién en la tasa de filtracién glomerular
(TFG, <60 mL/min/1.73 m2 por mas de 3 meses), el incremento de compuestos nitrogenados en el
plasma (creatinina y urea), hipertensién y dislipidemia (de Boer et al., 2020). La ERC se divide en 5
etapas que se clasifican de acuerdo a los valores de la TFG; las etapas 1, 2 y 3 son reversibles con
valores de 30-90 ml/min. Las etapas 4 y 5 son irreversibles, el dafio renal es grave, los pacientes
requieren hemodialisis y en casos donde la TFG es <15 ml/min, ya se considera como falla renal
terminal. Actualmente en México no se tienen datos certeros sobre la prevalencia de la ERC, sin
embargo, se tienen aproximaciones con base en los datos que manejan diferentes instituciones. En el
2017 se reportd que en México aproximadamente el 12.5% de los adultos mayores de 20 afios
presenta ERC y aproximadamente el 98% de los pacientes se encuentran en las etapas 1-3 y el 2% en
las etapas 4 y 5 (Instituto Nacional de Salud Publica, 2020; Tamayo-y Orozco , 2016). Datos mas
recientes mencionan que la prevalencia de diagnéstico previo de enfermedad renal en adultos fue de
22.8% para el afio 2022, esto indica que hubo un incremento del 3.02% con respecto a la Encuesta
Nacional de Salud y Nutriciéon del 2018 (Escamilla-Nufiez et al., 2023). Por otro lado, los datos del
Instituto nacional de estadistica y geografia mencionan que en el aflo 2021 se registraron 14, 376
decesos por insuficiencia renal, de los cuales el 71.8% fue por ERC en adultos mayores a 40 afios
convirtiendo a la ERC en una de las diez principales causas de muerte en México (INEGI, 2022), de ahi
la importancia en el estudio de diche enfermedad.

Existen diversos factores de riesgo que llevan al desarrollo de ERC, los mas conocidos son la obesidad,
el sindrome metabdlico y la diabetes, en los cuales la dislipidemia precede el dafo renal. Por otro lado,
también se encuentran factores no relacionados con el metabolismo como son los componentes
hereditarios, hipertensién y antecedente de trasplante renal. Estos tltimos tienden a desarrollar la
dislipidemia posterior al establecimiento de la ERC, lo que sugiere un mecanismo diferente al de las
enfermedades metabdlica (Kazancioglu, 2013; Rosenstein & Tannock, 2012). La presencia de
dislipidemia en el paciente con ERC agrava el estado del rifion complicando la enfermedad, por lo que
el tratamiento se podria considerar como un punto focal. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de
un tratamiento adecuado y oportuno que pueda minimizar la prevalencia de la enfermedad y sobre

todo su progresidn hacia estados terminales.



1.1.1. Dislipidemia en la ERCy sus consecuencias

La dislipidemia se caracteriza por altas concentraciones de lipidos plasmaticos, principalmente
triglicéridos (TG) y colesterol (CH), y su relacién con las proteinas transportadoras (lipoproteinas)
(Diabetes Canada Clinical Practice Guidelines Expert Committee et al., 2018). Estas macroestructuras
especializadas, son aglomeraciones de lipidos y proteinas responsables de recolectar y distribuir los
lipidos en el organismo. Su nombre se basa en la densidad de cada una de ellas, siendo las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL en inglés) y las de baja densidad (LDL en inglés) las
responsables de distribuir principalmente triglicéridos, mientras que las lipoproteinas de alta
densidad (HDL en inglés) son las responsables de recolectar el colesterol y llevarlo de regreso al
higado (Illingworth, 1993). En la ERC, la dislipidemia es asociada con la formacién de ateromas que
llevan al desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) y ala acumulacién de lipidos en 6rganos,
propiciando su disfuncién (Barter, 2014; Engin, 2017).

En la ERC, los niveles plasmaticos de VLDL y LDL se observan incrementados debido a la disminucién
de sus receptores y de la actividad de las lipasas propiciando el incremento de triglicéridos. A su vez,
los niveles de HDL se encuentran disminuidos debido a la disminucién en la abundancia de ApoA-1,
la cual es una proteina que permite su ensamblaje, generando la disminucién en la recaptura de
colesterol y, por lo tanto, su acumulacion en tejidos propiciando la formacion de ateromas o el mal
funcionamiento de 6rganos (Hager et al., 2017; Noels et al., 2021; Vaziri, 2014). Con respecto a esto,
se conoce que, el 10% de los pacientes con ERC fallecen debido a ECV derivadas de la dislipidemia.
Asimismo, se ha observado la presencia de higado graso y la acumulacidn de lipidos en el rifién (Nishi
et al,, 2019). Sin embargo, los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de dislipidemia en
pacientes con ERC no derivada de enfermedades metabdlicas, no se conocen bien y su relacién con

las alteraciones en el metabolismo del rifidn y del higado atn se estan estudiando.

1.2. Caracteristicas del modelo de nefrectomia 5/6
Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de la ERC es el de nefrectomia 5/6 (5/6Nx). Este
modelo animal se caracteriza por la eliminacién quirargica de 5/6 partes de la masa renal. En primera
instancia, se debe de extirpar un rifién y posteriormente eliminar la funcién de 2/3 partes del otro
rifién (H.-C. Yangetal., 2010). Este proceso se puede realizar de diferentes maneras: algunos autores
dejan recuperar al animal 7 dias antes de retirar las 2/3 partes restantes (Tan et al., 2019) y otros
realizan ambos procesos el mismo dia (Bobadilla et al., 2001; Sanchez-Lozada et al., 2008). La
reseccion del segundo rifiéon también puede efectuarse de diferentes maneras: después de quitar la

capsula renal, el rifién puede ser disecado con un bisturi convencional o eléctrico y eliminar los polos



anterior y posterior; también se pueden ligar ambos polos para evitar la irrigacion del parénquima y
en consecuencia el infarto de ambas secciones (Lim et al., 2014). Otra manera, es obliterando
directamente parte de las arterias renales para limitar la irrigacién de 2/3 partes del rifién (Sanchez-
Lozada et al., 2008). Como resultado de estas pequefias diferencias, durante la evolucién de la
enfermedad, el remanente de rifion puede adoptar un tamafio pequeiio, en el caso de ser seccionado
directamente, o desarrollar una hipertrofia cuando se obliteran las arterias. Sin embargo, la signologia
de los animales es la misma y muy similar a la de los pacientes (Adam et al., 2022). Por otro lado, este
modelo ha sido utilizado en diferentes razas y especies animales, y en este caso la respuesta y
adaptacion a la reduccion de la masa renal llega a tener pequeiias diferencias patofisioldgicas. Por
ejemplo, los lagomorfos tienen una mayor respuesta a desarrollar eventos cardiovasculares
comparado con los roedores, o la variedad de ratas Sprague Dawley son mas susceptibles a
desarrollar problemas metabdlicos que las Wistar (Becker & Hewitson, 2013).

En términos generales, la eliminacién de la masa renal provoca una mal adaptacion fisiolégica
propiciando el desarrollo de enfermedad renal (Tan et al,, 2019; Tapia et al., 2012, 2013). El tiempo
de evolucion de los animales delimita el tipo de enfermedad renal que se genera; con base en la
sinologia y en los marcadores de funcién renal, se considera que los animales cursan con una
enfermedad renal aguda hasta las 4 semanas y posteriormente como ERC (Fu et al.,, 2018). Los
animales, al igual que los pacientes, presentan disminucion en la filtracién glomerular, hipertension,
incremento plasmatico de compuestos nitrogenados, proteinuria e incluso dislipidemia (Bao et al,,
2018). Es importante destacar que la dislipidemia se genera incluso cuando la dieta es controlada y
balanceada (Jin et al., 2013; Vaziri, 2010; Vaziri et al., 2004). Esto indicaria que la dislipidemia en la
ERC no estad asociada directamente a los alimentos que se consumen, como generalmente se ha
determinado (Mach etal., 2020a). Por lo tanto, el manejo de la dieta en pacientes con ERC no aportaria

una solucién completa al problema.

1.2.1. Dislipidemia en el modelo 5/6Nx
Los mecanismos por medio de los cuales la 5/6Nx induce el desarrollo de la ERC han sido estudiados
ampliamente, pero la mayoria de estos estudios se han enfocado en las alteraciones hemodinamicas
del rifién y del corazén (Correa et al.,, 2013; Gava et al,, 2012; Tapia et al,, 2013). Sin embargo, hasta
el momento, el mecanismo relacionado con el origen de la dislipidemia y como es que esto afecta al
rifién se entiende poco y también ha sido poco explorado. En la ERC los niveles de las proteinas
relacionadas con la sintesis de acidos grasos incrementan en el higado, particularmente la sintasa de

acidos grasos (FAS en inglés) y la acetil CoA carboxilasa (ACC) (]Jin et al.,, 2013). También se ha visto



que disminuyen las concentraciones de la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1) y las de la sintasa
de adenosin trifosfato (ATP) a y f3, sugiriendo una posible reduccién en la f3-oxidacién ( Jin et al,,
2013). Asi mismo, incrementa la acumulacién hepatica de triglicéridos y de proteinas relacionadas
con su sintesis (diacil glicerol acil transferasa 1y 2, DGAT en inglés). Sin embargo, aiin queda en duda
la relacion que tiene el desarrollo del sindrome nefrético con el metabolismo de lipidos hepatico ( Jin
et al, 2013). En el caso del rifion, se ha observado que disminuye la biogénesis mitocondrial, se
produce el deterioro en la forma y funciéon mitocondrial y baja el consumo de oxigeno asociado a la
pobre sintesis de ATP (Aparicio-Trejo et al., 2020). Las alteraciones mitocondriales no se han descrito
en las mitocondrias hepaticas del modelo de 5/6Nx, por lo que se desconoce si la funcion de este
organulo se encuentra también alterado en este 6érgano y su disfuncién pueda ser un factor clave. Por
otro lado, se desconoce si los cambios en el metabolismo de lipidos de ambos 6rganos estén
relacionados y si hay un desbalance en la concentracion de las diferentes enzimas relacionadas con la

sintesis de lipidos que tienen actividad en el higado y el rifion.

1.3. Principales medicamentos utilizados en la dislipidemia de la ERC y sus efectos

adversos
El manejo de la dislipidemia en pacientes con ERC se realiza principalmente mediante la medicacion
con fibratos y estatinas. Las estatinas reducen la sintesis de colesterol a través de la inhibicién de la
3-hidroxi-3-metiglitaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, esto promueve un incremento en la
expresion de receptores hematicos de LDL, propiciando su disminucién plasmatica. Los fibratos son
agonistas del receptor activado por proliferadores peroxisémicos alfa (PPARa), incrementan la
oxidacién de los lipidos, disminuyen TG e incrementan las concentraciones de HDLc (Mach et al,,
2020a). Sin embargo, ambos medicamentos no pueden ser utilizados de manera simultdnea o por
periodos prolongados, debido a que pueden provocar efectos adversos en los pacientes y con esto
retrasar su recuperacion (Bolli, 2014; Okopien et al., 2017). Las estatinas poseen efectos adversos en
la homeostasis de la glucosa incrementando el riesgo de padecer diabetes mellitus, pueden llegar a
producir eventos hemorragicos en el cerebro y dafio muscular. Los fibratos pueden producir dafio
hepatico, colelitiasis, incrementan el riesgo de pancreatitis y también producen dafio muscular
(Berberich & Hegele, 2022). En ambos casos, el dafio muscular es de particular interés en la ERC,
debido a que la rabdomifdlisis incrementa la concentracién de sustancias nitrogenadas (creatinina
principalmente) en la sangre y la concentraciéon de proteina en la orina agravando el dafio renal,

ademas del dolor que implica el deterioro muscular (Mach et al.,, 2020b). A pesar de ello, ambos



medicamentos se siguen utilizando, por lo tanto, es necesaria la investigacion y uso de compuestos

naturales que no tengas efectos secundarios en el tratamiento de la dislipidemia en la ERC.

1.4. Lacurcumina

Actualmente se ha estudiado el uso de productos naturales que no poseen efectos secundarios como
paliativos en el tratamiento de la dislipidemia (Hunter & Hegele, 2017; Panahi et al., 2018). Entre
estos productos, el mas prometedor es la curcumina, la cual es un pigmento extraido de la planta
Curcuma longa. Este compuesto comprende mas del 77% de los curcuminoides de dicha planta y su
nombre quimico es (1E, 6E)-1, 7, bis (4 hidroxi-3-metoxifelin)-1, 6-hepatidina-3, 5-diona. Se compone
por dos anillos aromaticos con grupos fenoélicos conectados por 7 carbonos y por una fraccion «, -
insaturado (Imagen 1) (Lestari & Indrayanto, 2014). Dicha estructura la hace insoluble en agua y
soluble en solventes polares, es suceptible a los cambios de pH siendo estable a un pH de 7.5, es
fotolabil y en solucidn solo es estable por 30 min. Sin embargo, la gran cantidad de dobles enlaces que
posee también la hacen un poderoso antioxidante (Lestari & Indrayanto, 2014). Su metabolismo es
principalmente hepatobiliar, donde se transforma en sus formas hidratadas o se conjuga con acido
glucuronico o sulfato (Kotha & Luthria, 2019). Se excreta principalmente por las heces y también se
han encontrado en la orina (Anand et al., 2007; Heath et al., 2003).

La curcumina posee diversos efectos benéficos, entre los que se encuentran su poder antiinflamatorio,
anticancerigeno, antimicrobiano, antidiabetico, hepatoprotector e hipolipemiante ( Jin, 2018; Pulido-
Moran et al,, 2016). Todos estos efectos se podrian relacionar con su principal cualidad como
antioxidante, ya que en estos procesos se generan muchos radicales libres que dafian el metabolismo
celular propiciando la progresion de la enfermedad, ademas de la activacion de varios factores

relacionados (Kocaadam & Sanlier, 2017).

OCH, OCH;

Imagen 1. Estructura molecular de la curcumina.



1.4.1. Biodisponibilidad de la curcumina

Desde el descubrimiento de sus propiedades benéficas, la curcumina ha sido administrada de forma
oral. Sin embargo, las concentraciones plasmaticas de curcumina activa son muy bajas comparadas
con los metabolitos inactivos que se han encontrado en heces y en orina, indicando de esta manera la
baja biodisponibilidad que posee (M. H. Pan et al., 1999). Esto se ha relacionado principalmente con
sus propiedades lipofilicas, su baja capacidad de solubilizarse en agua y su sensibilidad a cambios de
pH (Park et al, 2018). Actualmente, se ha intentado incrementar la biodisponibilidad de este
compuesto a través de diferentes estrategias. Las mas sencillas han sido acompafiar la administracion
oral de curcumina con alimentos ricos en grasas como son los productos lacteos, huevos, o aceites
vegetales y con fibras hidrosolubles o lecitinas (Cas & Ghidoni, 2019). Las tecnologias actuales han
permitido incrementar la biodisponibilidad de la curcumina a través de nano emulsiones con
acarreadores sintéticos, como son polisacaridos, biopolimeros, micro geles o fosfolipidos, para
permitir la formacion de liposomas y micelas de facil absorcion intestinal (Liu et al., 2006; Stohs et
al,, 2020; Tgnnesen et al., 2002). Asi mismo, las nano emulsiones protegen a la curcumina de cambios
drasticos de pH en el estdbmago y en el intestino, propiciando que sus propiedades antioxidantes se
mantengan intactas hasta su absorcién ( Wang et al., 2008). Por otro lado, se ha buscado la
elaboracién de liposomas muco adherentes, para prolongar la absorcién intestinal y el uso de
nanoparticulas magnéticas para controlar la deposicién especifica del compuesto (Shin et al,, 2013).
También se ha mencionado la capacidad de la microbiota intestinal de metabolizar a la curcumina y
transformarla en un compuesto mas soluble, remarcando la importancia del tipo de bacterias que
poseen los individuos en la absorcién de la curcumina (Scazzocchio et al., 2020). Sin embargo, en
experimentos preclinicos, los vehiculos mas utilizados para la administraciéon de curcumina han sido
agua, carboximetil celulosa y, en pocas ocasiones, alimentos, para evitar el efecto de otras variables
(Al-Saud, 2020; Salarolli et al., 2021; Tapia et al., 2013).

1.4.2. Efectos de la curcumina en la ERC
La curcumina se ha probado en diferentes estudios experimentales de ERC, demostrando cualidades
positivas en el tratamiento de esta enfermedad. En modelos animales, con dosis de curcumina de 60
a 120 mg/kg se ha observado que reduce los principales marcadores de dafio renal como la
proteinuria y los niveles plasmaticos del nitrégeno de urea sanguineo (BUN en inglés) y creatinina e
incrementa la TFG a través del mejoramiento de la hemodinamia glomerular y la restauracion de la
atrofia tubular (Tapia et al, 2012, 2013). Del mismo modo, se ha visto que reduce el riesgo

cardiovascular disminuyendo la presidn sanguinea, la hipotrofia ventricular, los eventos isquémicos



en el tejido y las lesiones ateroescleroticas (Ali et al., 2017; Correa et al., 2013; Ghosh et al.,, 2010,
2015). Esto sugiere que la curcumina puede tener cierto impacto positivo reduccion de la dislipidemia
para prevenir la formacion de ateromas, aunque ha sido poco evaluada la relacién de ambos procesos
en la ERC. Por otro lado, la curcumina también tiene un efecto antiinflamatorio y anti fibrético desde
una dosis de 10 mg/kg. Esto se observo con la disminucidn de las concentraciones plasmaticas de
interleucinas 13 y 6 y la migracién de monocitos al tejido renal. Su efecto antifibrético se ha visto con
la reduccion de las concentraciones de caspasa 3 y colageno tipo 1 (Ali et al,, 2018; Bugyei-Twum et
al,, 2016; Ghosh et al., 2015). Uno de los efectos mas estudiados de la curcumina ha sido su capacidad
antioxidante; de ello se ha observado que desde dosis de 60 mg/kg incrementa la actividad de las
enzimas antioxidantes a través de la via del factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y
mejora la respiracién mitocondrial, de esta manera se evita el dafio celular ocasionado por los
radicales libres promoviendo el buen funcionamiento del rifién (Ali et al.,, 2017; Correa et al., 2013;
Tapia et al,, 2012, 2016). Sin embargo, estos estudios se han centrado en observar los cambios en el
rifién o el corazén y no se ha buscado hacer una evaluacién integral que resulte en determinar la
relacion de ambos érganos con la formacion de ateromas. Los estudios en pacientes con ERC han sido
pocos, pero se ha visto que la curcumina con dosis de 1g al dia disminuye en el plasma los mediadores
proinflamatorios MCP-1, IFN-y e interleucinas 4, 18 y 6, y también disminuye la actividad
procoagulante de las células mononucleares (Pivari et al., 2022; Shing et al,, 2011). Estos hallazgos
experimentales sobre los efectos de la curcumina en la ERC dan pie para considerar que este
compuesto podria ser un excelente paliativo en el tratamiento de la enfermedad renal y posiblemente

en el tratamiento de la dislipidemia derivada de la ERC.

1.4.3. Efectos de la curcumina en la dislipidemia de la ERC
Dentro de los efectos benéficos que posee la curcumina, el mas importante es su poder antioxidante,
que se ha relacionado con su capacidad para reducir los niveles de lipidos (Panahi et al., 2018; Zingg
et al,, 2013). El efecto de la curcumina en la dislipidemia ha sido estudiado principalmente en la
obesidad y diabetes, demostrando su efecto correctivo. En modelos animales inducidos a través de
dietas hipercaloricas, la curcumina disminuye las concentraciones de lipidos séricos y hepaticos de
TG, CH, AGL y LDL (Panahi et al., 2018). También incrementa las concentraciones séricas de HDL y la
actividad de varias lipasas que promueven la entrada de los lipidos en los tejidos (Panahi et al., 2018).
Sin embargo, atin se desconoce si la curcumina tiene un efecto protector en los niveles de lipidos en
la ERC, esto debido a que la fisiopatologia de esta enfermedad puede ser completamente diferente a

la de la obesidad o la diabetes.



En este contexto, en el modelo 5/6Nx, el tratamiento con 75 mg/kg de curcumina por 10 semanas,
empezando desde una semana postcirugia, disminuye las concentraciones de LDL y CH (Cuadro
1)(Ghelani et al,, 2019; Soetikno et al., 2013). Asi mismo, en el modelo de ERC inducido por adenina
(0.75%), el tratamiento con 50, 100 y 150 mg/kg de curcumina por 24 dias administrado desde el
principio del protocolo experimental, corrige el perfil de lipidos séricos. Incrementa las
concentraciones de colesterol-HDL y disminuye las concentraciones de CH total, TG, colesterol-LDL,
colesterol-VLDL (Ghelani et al., 2019). Ademas, se ha visto que disminuye las concentraciones de
acidos grasos no esterificados (NEFA en inglés) y los indices aterogénico y de riesgo coronario. En el
higado, incrementa las concentraciones de CH y disminuye las concentraciones de TG y NEFA (Cuadro
1) (Ghelani et al,, 2019). Asi mismo, se ha mencionado que dicho efecto de la curcumina puede ser a
través de la via de la proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (Keap1)/Nrf2 lo que a su vez
incrementa la capacidad antioxidante y disminuye la lipoperoxidacion, evitando asi el dafo tisular
(Cuadro 1) (Ding et al., 2022; Jiménez-Osorio et al., 2016). Sin embargo, en estudios experimentales
previos (Ghelani et al., 2019; Soetikno et al,, 2013), la administracién de curcumina empieza al mismo
tiempo que la administraciéon de adenina (Ghelani et al., 2019) o dos semanas antes de la cirugia para
establecer la ERC, por lo tanto, ambos tratamientos se pueden considerar como protocolos
preventivos, que evitan la progresién del dafio renal agudo a crénico. De este modo, aun es
desconocido si la curcumina puede ser utilizada como un tratamiento correctivo para la dislipidemia
en la ERC. Pocos estudios clinicos han observado cierto efecto que posee la curcumina sobre los
lipidos plasmatico en pacientes con ERC concluyendo unicamente en la disminuciéon de las
concentraciones de CH total o la lipoperoxidacién (Cuadro 1) (Futuhi et al., 2022; Jiménez-Osorio et
al, 2016). Estos estudios se han enfocado en determinar uUnicamente los niveles de lipidos
plasmaticos y hepaticos; nuevamente no se hace la evaluacion integral con lo que podria estar
sucediendo en el rifidn, que es el principal 6rgano dafiado. Por lo tanto, ain son necesarios mas
estudios para elucidar el mecanismo molecular a través del cual se genera dislipidemia a raiz de la
ERC y la participaciéon de la curcumina para corregir el problema en esta enfermedad,

particularmente en el metabolismo lipidico del rifién y del higado.



Cuadro 1. Efectos de la curcumina sobre la dislipidemia de la ERC.

Modelo Compuesto Dosis Efecto Referencia
Ratas Sprague- Curcumina  75mg/kg En plasma disminuye las (Soetikno
Dawly con Por 8 concentraciones de LDL, CH total y etal, 2013)
5/6Nx semanas TG totales
Ratas Sprague- Curcumina 100 mg/kg En plasma incrementa el colesterol (Ghelani et
Dawly con dafio Por 4 HDL y disminuye el CH total, TG, al,, 2019)
renal inducido semanas  colesterol LDL, VLDL y NEFA. En el
por 0.25% de higado aumenta el CH y disminuye
adenina los TG y NEFA.

Estudio clinico Curcumina 320 Disminuye la lipoperoxidacion y (Jiménez-

en pacientes con mg/dia mejora la capacidad antioxidante Osorio et

ERCy Por 8 al,, 2016)

proteinuria no semanas

diabética

Ratones Bisdimetoxi- 20y 40 Disminuye, CH total, TG totales y el (Dingetal,

C57BL/6] con curcumina mg/kg colesterol de HDL. Disminuye la 2022)

dafio renal Por 8 acumulacién de lipidos a través de

inducido por semanas  Keap1/Nrf2.

dieta alta en

grasas

Meta-analisis Curcuminoi- NA Reduce de CH total en palsma. (Futuhi et
des al,, 2022)

LDL: Lipoproteinas de baja densidad, CH: colesterol, TG: triglicéridos, HDL: lipoproteinas de alta densidad, VLDL:
lipoproteias de muy baja densidad, NEFA: 4cidos grasos no esterificados, Keap: proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch
y Nrf2: factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2. NA: No aplica



2. JUSTIFICACION
Se ha demostrado que la curcumina ejerce un efecto benéfico en el tratamiento de la ERC y en la
dislipidemia derivada de la obesidad y diabetes. Sin embargo, es escasa la informacién sobre el
mecanismo fisiopatolégico de la dislipidemia en la ERC y el potencial efecto terapéutico de la
curcumina. Por lo tanto, es importante investigar si la curcumina tiene una diana terapéutica

relacionada con el metabolismo de lipidos en el modelo de Nx5/6.

3. HIPOTESIS
La dislipidemia en la ERC se deriva del desbalance en el metabolismo de lipidos en el rifién y la
curcumina corregira la dislipidemia a través del incremento en la oxidacién de lipidos y mejorara la

funcién mitocondrial en el rifién y el higado del modelo de 5/6Nx.

4. OBJETIVO GENERAL
Determinar el mecanismo fisiopatologico de la dislipidemia de la ERC evaluando el potencial efecto

terapéutico de la curcumina sobre el metabolismo de lipidos del higado y rifién del modelo Nx5/6.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS
En un modelo de Nx5/6 con un periodo de evolucién de 8 semanas se decidio:
A. Corroborar el funcionamiento del modelo con marcadores de dafio renal y el efecto

positivo de la curcumina sobre el mismo modelo.

B. Evaluar las concentraciones y tipos de lipidos y acidos grasos alterados en plasma.
C. Cuantificar los lipidos y acidos grasos acumulados en higado y rifion.
D. Observar la integridad del tejido renal y hepatico, asi como, la acumulacién de lipidos

en cortes histolégicos.

E. Determinar las vias del metabolismo de los lipidos alterados en rifi6n e higado.
F. Evaluar la funcién mitocondrial (potencial de membrana y 3-oxidacién) del higado y
del rifidn.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Protocolo experimental

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 230 y 250 g. Los animales se
obtuvieron del Bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” de la Ciudad de México.
La aprobacion del protocolo experimental fue dada por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) bajo el nimero de registro INC/CICUAL/013/2022.

Para establecer el modelo experimental, de manera aleatoria, los 40 animales fueron divididos
primero en 2 grupos: 16 animales para el grupo Sham y 24 animales para el grupo 5/6Nx. Los
animales del grupo Sham fueron sometidos a una cirugia de tipo exploratorio en donde se
manipularon los 6rganos sin ocasionarles dafio alguno. Por otro lado, a los animales del grupo 5/6Nx
se les extirp6 el rifndn derecho y al rifién izquierdo se le obliteraron 2/3 partes de las arterias renales;
todo esto con la finalidad de dejar 1/6 parte de la masa renal funcional. Para ambos protocolos de
cirugia, los animales fueron anestesiados con un paso continuo de isoflurano, la dosis utilizada para
inducir la anestesia fue de 5% y la de mantenimiento de 2.5% (Correa et al.,, 2013; Tapia et al., 2012,
2013). Al término de la cirugia, los animales fueron colocados en jaulas limpias con aserrin, agua y
comida ad libitum por 4 semanas. Al término de las 4 semanas post cirugia, los animales se dividieron
nuevamente en 2 grupos: 8 animales para el grupo Sham y 8 animales para el grupo Sham con
curcumina (Cat: C1386, Lot: MKBR0090V, Sigma) 79% pura extraida de la planta Curcuma longa
(ShamC) a una dosis de 120 mg/kg; asi mismo, 12 animales para el grupo 5/6Nx y 12 animales para
el grupo 5/6Nx con curcumina (5/6NxC). La complementacién de la curcumina se realizaba en
suspensién con carboximetil celulosa (CMC) al 0.05% por via intragastrica todos los dias, una vez al
dia durante 4 semanas. A los animales que no consumian curcumina se les realiz6 el mismo manejo
Unicamente con CMC.

Al finalizar el experimento, los animales fueron sacrificados utilizando pentobarbital a dosis de 120
mg/kg y por exanguinaciéon de la aorta abdominal con una jeringa heparinizada. Los tejidos

recolocados para realizar el estudio fueron los siguientes: sangre (plasma), rifién remanente e higado

(Fig. 1).
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Figura 1. Protocolo experimental. Cromatografia de gases (CG), Acidos grasos (AG), Carboximetil celulosa (CMC),
Controles (Sham) y 5/6 nefrectomia (5/6Nx).

6.2. Parametros generales
Se midié el consumo de agua y alimento, asi como, el peso de los animales durante la dltima semana
del experimento. El porcentaje supervivencia se midié considerando la cantidad de animales por
grupo que iniciaron el tratamiento y la cantidad de animales que sobrevivieron hasta el dia del

sacrificio.

6.3. Presion sistolica y proteinuria
La presidn sistdlica se midi6 a través de un esfingomandmetro de la marca AD instruments (Cornella,
Espafia). Los animales se calentaban por 10 min a 37 2C para permitir la vasodilatacién de la arteria
caudal; posteriormente se introdujeron en la manga de contencién y se les coloc6 el sensor (1 cm) en
la base de la cola. El registro de las presiones se realizé en el programa Lab Chart version 8. En el caso
de la proteinuria se colocaron a los animales en jaulas metabdlicas para recolectar la orina de 12 h, se
midi6 el volumen urinario y se cuantificé la cantidad de proteina mediante la técnica de Bradford. Los

datos se expresaron como mg de proteina por ml de orina.
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6.4. Perfil de lipidos en plasma
Las concentraciones totales de CH, LDLc y HDLc se analizaron por medio del analizador Cobas C111
(Roche Diagnostic; Indianapolis, EUA). Las concentraciones de triglicéridos se determinaron por
medio de un estuche comercial (Spinreact). Las concentraciones de VLDLt fueron estimadas
utilizando la férmula de Friedewald (VLDLt = triglicéridos/5) y las de VLDLc se obtuvieron a través

de la féormula: VLDLc = CH-(LDLc + HDLc) (Friedewald et al., 1972).

6.5. Cromatografia de gases
La extraccidn de los acidos grasos se realiz6 a través del método de Folch (FOLCH et al,, 1957); se
utilizaron 100 pL de plasma o de tejido homogenado y 50 pL de una concentracién conocida de acido
heptadecanoico (C17:0), como estandar interno. Primero, las muestras fueron extraidas con una
mezcla (2:1) de cloroformo y metanol y se centrifugaron por dos minutos dos veces. Al final de cada
centrifugacion, se recolecto la fase organica para posteriormente deshidratarla con sulfato de sodio y
metanol, filtrarla y por dltimo evaporarla a 362C con un paso continuo de nitré6geno comprimido.
Inmediatamente, se realiz6 la derivatizacién; para las muestras de plasma se realizé con metanol,
H2S04 al 2% y tolueno a 902C por 2 horas para permitir la extracciéon de los acidos grasos totales. En
el caso del tejido la derivatizacion se realizé con metanol, H,SO4 al 2% y 2,2-metoxipropano a 232C
por 15 min, con la finalidad de extraer sélo los acidos grasos libres. Por ultimo, los metil esteres
resultantes de la derivatizacién, fueron extraidos por segunda vez con una mezcla (2:1) de hexano y
cloruro de sodio al 5% dos veces y se recolectd la fase superior y se evapord con nitrégeno
comprimido. El residuo seco se disolvié en 50 uL de hexano y se utilizé 1 uL para su analisis en un
cromatégrafo de gases (Shimadzu, Kyoto, Japén), con deteccidn de flama en una columna capilar.
Todos los solventes y quimicos utilizados fueron de grado analitico de la compaififa ]J. T. Baker
(Avantor Performance Materials, Central Valley, PA, Estados Unidos). Los datos fueron ajustados a la
concentraciéon molar y en el caso de las muestras de tejido, normalizados con la proteina total

(Morales-Martinez et al., 2021).

6.6. Histologia
Se obtuvieron cortes delgados del rifdn y del higado que se fijaron inmediatamente en amortiguador
de formalina (pH 7.4), se deshidrataron y embebieron en parafina. Los cortes de rifién en higado
fueron teflidos con diferentes tinciones: hematoxilina y eosina para determinar el dafio histolégico
asi como tincidén tricrémica de Masson para determinar fibrosis. Para determinar el porcentaje de

fibrosis en los cortes de rifidon se utiliz0 morfometria automatizada, las areas tefiidas de azul
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correspondian a la fibrosis intersticial en la corteza. Se fijaron fragmentos de rifién e higado en el
compuesto de temperatura de corte 6ptima (OCT en inglés) y se congelaron. Los cortes se realizaron

por medio de un criostato y se tifieron con rojo oleoso para observar los depésitos de lipidos.

6.7. Determinacidon de patrones de expresion de proteinas por Western blot
Para determinar los patrones de expresion de diferentes proteinas, 100 mg de tejido (rifién e higado)
fueron homogenizados en amortiguador para ensayos de radioinmuno precipitacién (RIPA) con
inhibidores de proteasas. Posteriormente, se cargaron 30 pg de proteina en un gel de SDS-
Poliacrilamida al 10% y la electroforesis se realizé durante 2 h (Mini Protean, Bio-Rad, Hércules, CA,
Estados Unidos). Inmediatamente las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa a
100 volts por 35 min usando una cdmara de transferencia himeda (Bio-Rad). Las membranas se
tifleron con rojo de Ponceau para confirmar la transferencia de proteinas e inmediatamente se
bloquearon con leche libre de acidos grasos en amortiguador Tris/Tween 20 por 1 h. Los anticuerpos
primarios fueron incubados toda la noche a 42C con las siguientes concentraciones para cada
anticuerpo: Kim-1 (1:2000), PPARy (1:5000), DGAT (1:5000), CD36 (1:10,000), ACC (1:3000), FAS
(1:4000), PPARa (1:5000), PGC1a (1:3000), ATP5a (1:20,000), CPT1 (1:7500), SREBP1 (1:5000), 4-
HNE (1:5000), VDAC (1:5000), f3-actina (1:10,000), TGFf (1:5000). Los anticuerpos secundarios (IgG
anti-conejo e IgG anti-ratén) fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente y la
quimioluminiscencia fue determinada con un kit comercial (kit de deteccion Amersham ECL western

blotting, Buckinghamshire, Reino Unido).

6.8. Aislamiento mitocondrial
Las mitocondrias renales y hepaticas fueron aisladas por centrifugacién diferencial usando un
protocolo previamente descrito. Primero, el tejido renal fue enfriado por inmersién en amortiguador
de aislamiento A [D-manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1
mM, 4cido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-iletanesulfonico (HEPES) 5 mM, albiimina sérica de bovino
libre de acidos grasos (BSA) al 0.1%, pH 7.4] a 42C y cortado en pequefios trozos. El tejido fue
homogenizado en un Potter-Elvehjem con un pistilo TeflonVR en el mismo amortiguador y
posteriormente centrifugado dos veces. El precipitado final fue resuspendido en 200 pL de
amortiguador de aislamiento sin BSA y la proteina total fue determinada por el método de Lowry

(Aparicio-Trejo, Rojas-Morales, et al., 2020).
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6.9. Consumo de oxigeno por la f3-oxidacion mitocondrial y potencial de membrana

(DYm)
El consumo de oxigeno por parte de la mitocondria fue medido utilizando un respirémetro de alta
resolucién (Oxygraph 02k, OROBOROS, Innsbruck, Austria) a 372C. La fraccion aislada fue ingresada
a una camara de 2 mL con amortiguador de respiracion MiR05 [de acido etilenglicol-bis(f3-aminoetil )-
N,N,N’,N'-tetra acético (EGTA) 0.5 mM, MgCl; 3 mM, K-lactobionato 60 mM, taurina 20 mM, KH,PO,
10 mM, HEPES 20 mM, sacarosa 110 mM y BSA libre de 4cidos grasos 1 g/L, pH = 7.4] (Aparicio-Trejo,
Avila-Rojas, et al., 2020). La cadena transportadora de electrones se inici6 con los sustratos asociados
a la R-oxidacion (L-carnitina 2 mM, palmitoil-L-carnitina 2 uM y malato 2 mM) y el estado 3 (S3) se
estimul6 mediante la adicién de adenosina difosfato (ADP) 2.5 mM, mientras que el estado 4 (S40)
fue inducido por oligomicina 2.5 M. Todos los parametros fueron corregidos por los valores de la
respiracion residual (ROX) con la adicién de rotenona 0.5 M y antimicina 2.5 M; y normalizados por
el contenido de proteina. El control respiratorio (RC) es el cociente S3/S40 y la respiracion
relacionada con OXPHOS (P) fue obtenida de la sustraccion de los valores S3-S4o0 (Aparicio-Trejo,
Avila-Rojas, et al., 2020). Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (DYm) fueron
determinados en un fluorémetro 02K (OROBOROS, Innsbruck, Austria) utilizando O-safranina 5uM
como marcador (Aparicio-Trejo et al., 2019). Para estimular la f3-oxidacién se utilizaron L-carnitina 2
mM, palmitoil-L-carnitina 2 uM y de malato 2 mM, DYm en S3 se obtuvo por la adicién de ADP 2.5 mM
y en el S40 se afiadi6 de oligomicina 2.5 uM, carbonil cianida 3-clorofenilhidrazona (CCCP) 5 uM para
disipar el DYm por completo y corregir las interacciones no especificas. Los resultados fueron
expresados como los cambios en la concentracién medible de O-safranina (AYM de saf) en S3 0 en S40

considerando el desacoplamiento por CCCP.

6.10. Estadistica
Los datos fueron reportados como promedio * desviacion estandar (DE). Los datos fueron analizados
por analisis de varianza de una sola via (ANOVA) y para las comparaciones multiples se utilizaron las
pruebas de Tukey para n>3 y la diferencia menos significativa (LSD en inglés) de Fisher paran=3. Las
diferencias significativas se consideraron a partir de una p<0.05 y se identificaron como $vs Sham, &vs
ShamC y #vs 5/6Nx. Los datos fueron analizados con el paquete estadistico Graph Pad Prism version

8.2.1.
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7. RESULTADOS

7.1. Parametros generales
El consumo de agua en los animales de los grupos con nefrectomia fue mas elevado que en los grupos
Sham y no hubo diferencia significativa con el tratamiento de curcumina (Tabla 1). Por otro lado, el
consumo de alimento en el grupo 5/6NxC aumenté comparado con el grupo 5/6Nx, los cuales
consumieron menos alimento que los grupos Sham y ShamC (Tabla 1). El peso de los animales con
nefrectomia fue menor que en los animales Sham. Sin embargo, el peso del grupo 5/6NxC fue mas alto
que el grupo 5/6Nx (Tabla 1). Todos los animales con tratamiento de curcumina vivieron hasta el dia
del sacrificio, comparado con los animales del grupo 5/6Nx donde sobrevivieron poco mas de la mitad

(66.6%) y los del grupo Sham donde uno de los animales muri6 por enfermedad pulmonar.

Tabla 1. Parametros generales.

Grupos
Parametro Sham ShamC 5/6Nx 5/6NxC

C d

onstumo de agha 3842+11.67  62.50+593  68.5047.505  72.17+4.80%
(mL/dia)
C de comid

onsurmo de comida 25924211  26.50+1.60  23.17+1.80%  2525+1.96¢
(g/dia)
Peso corporal Inicial (g) 24245 234+4 241+£5 23013
Peso corporal Final (g)  367.30+3555 397.40+21.00 316.00+24.495% 360.40+30.43%#
Supervivencia 87.5% 100% 66.6% 100%

ANOVA, post hoc Tukey, Promedio£DE, p<0.05, n=7-12.%p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx. Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC).

7.2. Marcadores de daiio renal y hepatico.
Para confirmar el dafio renal en el modelo y su mejoramiento con el tratamiento de curcumina, se
evalud la funcién renal a través de las concentraciones de creatinina plasmatica. Se observé que los
grupos 5/6Nx y 5/6NxC presentaron niveles superiores a los grupos Sham y ShamC. Sin embargo, el
tratamiento con curcumina (5/6NxC) redujo los niveles de creatinina comparado con el grupo 5/6Nx
(Fig. 2A). Ademas, se determinaron los valores de Kim-1 (Fig. 2B y 2G), el cual es un marcador de dafio
de los tibulos proximales. Los niveles de Kim-1 aumentaron en el grupo 5/6Nx y disminuyeron con
el tratamiento de curcumina (Fig. 2B y 2G). El TGF{3 es un marcador de fibrosis caracteristico en la
ERC. La abundancia de esta proteina en el rifion fue mayor en el grupo 5/6Nx comparado con
cualquier otro grupo y disminuy6 en el grupo 5/6NxC (Fig. 2C y 2G). Durante la ERC se presenta otros

signos caracteristicos como son la hipertension y la proteinuria que también se relacionan con la
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funcion renal. En el caso de la presion sistédlica, los animales con nefrectomia presentaron
hipertensién (p<0.0001)(5/6Nx: 167.7+4.84 mmHg y 5/6NxC: 167.1+17.03 mmHg ) comparado con
los grupos Sham (Sham: 121.7+11.51 mmHg y ShamC: 124.4+4.86 mmHg) y no se observo efecto del
tratamiento. Asi mismo, los animales con mayor proteinuria (p<0.0001) fueron los grupos 5/6Nx
(165.4+7.616 mg/24h) y 5/6NxC (162.8+6.736 mg/24h) comparados con el grupo Sham (19.74+2.64
mg/24h) y el grupo ShamC (20.29+2.46 mg/24h) y de igual manera no hubo efecto del tratamiento.
Por otro lado, para determinar el dafio hepatico causado por la 5/6Nx, se midieron las enzimas
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST). Las concentraciones de ALT no
presentaron cambios significativos en ningin grupo (Fig. 2D). Mientras tanto, las concentraciones de
AST incrementaron en el grupo 5/6Nx y el tratamiento con curcumina las disminuyeron (grupo
5/6NxC) (Fig. 2E). Ademas, la abundancia de TGFf3 hepatico aumenté en el grupo 5/6Nx comparado
con los otros grupos y disminuy6 en el grupo 5/6NxC (Fig. 2F y 2G).

Creatinina plasmatica Kim-1 TGFB Renal
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0- Kim4 = o o —_———— 80
R & L& © S & &
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& & F ¢ & & & & £ Reacting (N oo W SRS 42
D E F . i
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Figura 2. Marcadores de dafio renal y hepatico en los cuatro grupos estudiados: Sham, Sham+curcumina (ShamC),
nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Creatinina plasmatica (n=11), B) Molécula de dafio renal 1
(Kim-1 en inglés, n=3), C) Factor de crecimiento transformante beta (TGFf en inglés, n=3) renal, D) Alanina
aminotransferasa (ALT, n=11) plasmatica, E) Aspartato aminotransferasa (AST, n=11) plasmatica, F) TGFB hepatico
(n=3) y G) imagenes representativas del western blot. Se utiliz6 3-actina como control de carga. U/L = units/liter. Analisis
de varianza de una sola via (ANOVA), post hoc Tukey o LSD de Fisher (n=3), Promedio£DE. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs
ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx. TGFf renal (TGFB-R) y TGFp hepatico (TGFB-H).
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7.3. Evidencias histoldgicas en riiidn e higado
El estudio histolégico renal del grupo 5/6Nx revelo fibrosis intersticial con infiltrado inflamatorio
crénico; las arteriolas intersticiales presentan una capa muscular media hialina y gruesa. Varios
glomérulos presentan retraccidn de capilares con fibrosis que en algunos glomérulos forman nddulos
cerca o en el polo vascular (Fig. 3B), tal dafio es mas evidente con la tincién tricrémica de Masson (Fig.
3C). Numerosos tubulos proximales presentan epitelio necrético o marcada atrofia con limenes
agrandados, los cuales se observan ocupados por cilindros hialinos en algunos de ellos. Las
membranas basales se observan engrosadas con apariencia hialina. La tincién de rojo oleoso en el
grupo 5/6Nx presenta varias vacuolas lipidicas pequefias en el citoplasma del epitelio tubular y
algunos tdbulos proximales presentan grandes gotas lipidicas ocupando el lumen tubular (Fig. 3D).
El higado de este grupo en general presenta una histologia normal, sélo se observan areas con
infiltrado inflamatorio crénico y la tincién de rojo oleoso muestra algunos hepatocitos con pequenas
vacuolas lipidicas en el citoplasma (Fig. 3] y 3K). Los rifiones del grupo tratado con curcumina
(5/6NxC) presentan una marcada disminucion de las alteraciones histoldgicas antes mencionadas.
Varios tibulos proximales presentan cambios regenerativos en el epitelio y escasos glomérulos con
fibrosis, la morfometria automatizada revela que la fibrosis intersticial disminuye (Fig. 31). La tincién
de rojo oleoso, evidencia pequeifias y escasas vacuolas lipidicas en algunas células del epitelio tubular
sin gotas lipidicas en el lumen tubular (Fig. 3F y 3H). En la histologia del higado no se observa
inflamacién portal y en algunas areas del parénquima los ntcleos se observan hipercrémicos y
hepatocitos binucleados, los cuales son indicativos de regeneracién hepatica (grupo 5/6NxC, Fig. 3L)
y no hay vacuolas citoplasmicas. El grupo Sham y el grupo ShamC no presentan cambios histolégicos

en el rifidon (Fig. 3A y 3E, respectivamente) o en el higado.
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ShamC 5/6Nx 5/6NxC

Figura 3. Micrografias representativas de los cuatro grupos experimentales: Sham, Sham+curcumina (ShamC),
nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Representacidn histolégica de un rifién normal (Sham). B)
En comparacién, el rifién del grupo 5/6Nx muestra fibrosis intersticial con infiltrado inflamatorio crénico, tibulos
atroficos (asteriscos) o epitelio necrético (flechas), glomérulos con capilares retraidos y el polo vascular con fibrosis
(cabeza de flecha). C) La tincidn tricromica de Masson evidencia la fibrosis tifiendo las fibras de colageno en color azul
(rifién 5/6Nx), particularmente en el intersticio y en el polo vascular de algunos glomérulos (flecha). D) La tincién de
rojo oleoso (rifién 5/6Nx) muestra numerosas vacuolas lipidicas en las células tubulares y algunos tibulos presentan
grandes gotas lipidicas en el lumen (flechas). E) Representacion histolégica de un rifién del grupo ShamC, no presenta
alteraciones histoldgicas. F) El tratamiento con curcumina (grupo 5/6NxC) disminuye la fibrosis renal y preserva la
integridad de los ttibulos corticales, solo algunos tiibulos presentan epitelio necrético (asterisco) y otros son pequefios
y recubiertos por células cubicas con nucleos hipercromatico que corresponden a células en regeneracion (flechas). Los
glomérulos no muestran fibrosis o retraccién de los capilares. G) La tincién de Masson muestra la disminucién de la
fibrosis intersticial y ningtin glomérulo afectado en el grupo 5/6NxC. H) la tincién de rojo oleoso muestra algunas células
epiteliales con vacuolas lipidicas ocasionales en el citoplasma (flecha). I) El andlisis morfométrico automatizado
evidencia la disminucion significativa de la fibrosis intersticial entre los grupos 5/6Nx y 5/6NxC. ANOVA, post hoc LSD
Fisher, Promedio+DE, p<0.05, n=3. &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx. ]) Representacio6n histoldgica del higado de una
rata con 5/6Nx, donde se observa infiltrado inflamatorio crénico (flecha). K) la tincién de rojo oleoso muestra algunos
hepatocitos con escasas vacuolas lipidicas en el citoplasma (flechas blancas). L) Representacion de las areas portales
(asterisco) en el higado del grupo 5/6NxC sin inflamacién y algunos hepatocitos muestran cambios regenerativos como
incremento en el tamafio del nicleo y de la célula, hipercromia y binucleacién.
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7.4. Perfil lipidico en plasma
Se realiz6 el perfil lipidico de todos los grupos (Tabla 2). Se observé que las concentraciones de TG
incrementaron en el grupo 5/6Nx; este efecto fue disminuido con el tratamiento de curcumina (grupo
5/6NxC). En el caso del colesterol total, HDLc y LDLc, las concentraciones se incrementaron en los
grupos con nefrectomia comparado con los grupos control y no se observé efecto del tratamiento. Las
concentraciones de VLDLc no presentaron cambios significativos en ningin grupo. En contraste, las
concentraciones de VLDLt aumentaron en el grupo 5/6Nx comparado con el grupo ShamC y

disminuy6 en el grupo 5/6NxC comparado con el grupo 5/6Nx.

Tabla 2. Perfil lipidico en plasma

Grupos
Parametro Sham ShamC 5/6Nx 5/6NxC
Triglicéridos (mg/dL) 66.44121.32 56.75+9.824 84.63+20.66% 63.6219.43#
Colesterol (mg/dL) 437744574  42.43+6.867  87.28+14.99%¢  79.54+13.195&
HDLc (mg/dL) 30.48+4.523 29.09+3.555 61.249.517%& 59.62+10.55%¢&
LDLc (mg/dL) 11.16%+2.363 11.444+3.863 23.65+5.918%&  22.58+6.578%&
VLDLc (mg/dL) 2.122+1.91 2.334+1.98 4.267+3.805 5.26317.382
VLDLt (mg/dL) 11.36+5.377 11.35+1.963 16.92+4.133% 12.72+3.886*

ANOVA, post hoc Tukey, Promedio+DE, p<0.05, n=7-12. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs Sham(, #p<0.05 vs 5/6Nx. Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC), colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (HDLc), colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDLc), colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDLc) y triglicéridos de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLt).

7.4.1. Perfil del total de Acidos grasos en plasma

Las concentraciones individuales de los acidos grasos plasmaticos fueron medidas mediante
cromatografia de gases (Tabla 3) para averiguar si alguno de ellos cambiaba debido a la nefrectomia.
Adicionalmente, los acidos grasos, totales, saturados, insaturados y poliinsaturados fueron calculados
(Tabla 3). Todos los acidos grasos incrementaron en el grupo 5/6Nx comparado con los grupos Sham.
Los acidos grasos que aumentaron en el grupo 5/6Nx comparado con el grupo Sham, fueron: C16,
C16, C16:1n-7, C18, C18:1n-9, C18:2n-6, y C20; y en el grupo 5/6NxC fueron: C16, C16:1n-7, C18,
C18:2n-6, y C20. En el caso de las concentraciones de C12, disminuyeron en el grupo 5/6NxC
comparado con el grupo ShamC. El tratamiento con curcumina tuvo influencia en las concentraciones
de C16:1n-7, las cuales disminuyeron en el grupo 5/6NxC comparado con el grupo 5/6Nx. Por otro
lado, los acidos grasos saturados incrementaron en los grupos con nefrectomia y el tratamiento con

curcumina disminuy6 las concentraciones de los acidos grasos insaturados en el grupo 5/6NxC

comparado con el grupo 5/6Nx (Tabla 3).
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Tabla 3. Perfil del total de acidos grasos en plasma

Grupos

Acidos grasos (mol/L) Sham ShamC 5/6Nx 5/6NxC
Acido laurico (C12) 0.005+0.009 0.006%+0.002 0.004+0.001 0.003+0.001%&
Acido miristico (C14) 0.004+0.002 0.004+0.002 0.006+0.003 0.004+0.001
Acido palmitico (C16) 0.119+0.039 0.113+0.011 0.193£0.046% 0.169+0.023%&
Acid Imitolei

cico parmitolelco 0.002+0.001  0.004+0.002  0.012+0.002%¢  0.006=0.0025%
(C16:1n-7)
Acido estearico (C18) 0.057+0.014 0.052+0.006 0.093+0.019%&  0.088+0.018%&
Acido oleico (C18:1n-9) 0.054+0.028 0.050+0.010 0.091+0.036% 0.076+0.019
Acido linoleico (C18:2n-
6)“ olinoleico (C18:2n- ) 10210034 007940015  0.160£0.0375¢  0.125+0.022¢
Acido a-linolénico

0.002+0.001 0.002+0.001 0.004+0.002 0.002+0.001
(C18:3n-3)
Acido y-linolénico
0.001+0.0004 0.002+0.0003 0.002+0.001 0.002%0.0003

(C18:3n-6)
Acido dihomo-gamma-

. , . 0.001£0.0007 0.002%£0.0009  0.002+0.0009 0.002+0.0002
linolénico (C20:3n-6)
Acido araquidonico(C20) 0.068+0.012 0.049+0.008 0.133£0.029s%& 0.09940.029%
Acidos grasos saturados 0.210+0.058  0.180+0.022  0.299+0.068%&  0.255+0.039%
Acidos grasos
] 0.063+0.029 0.051+0.013 0.115+0.031%% 0.075+0.011#
insaturados
Acid

c160S grasos 0.093+0.038  0.087+0.013  0.169+0.0405¢  0.129+0.023
poliinsaturados
Total 0.419+0.151 0.378+0.056 0.680+0.182%% 0.552+0.082

ANOVA, post hoc Tukey, Promedio£DE, p<0.05, n=6-8. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx. Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC).

7.5. Metabolismo lipidico en el rifion

7.5.1.  Perfil de acidos grasos libres en riiién

Para determinar si las concentraciones de los acidos grasos libres en el tejido renal cambiaron, se
midieron las concentraciones individuales de cada uno (Tabla 4). Adicionalmente, las
concentraciones de los acidos grasos totales, saturados, insaturados y poliinsaturados fueron
calculadas (Tabla 4). La concentracion total de acidos grasos libres aumenté en el grupo 5/6Nx,
particularmente la de los 4cidos grasos saturados e insaturados, de estos ultimos, especificamente
C16:1n-7. Por otro lado, las concentraciones de C12 y C16:1n-7 aumentaron en el grupo 5/6NxC

comparado con los grupos Sham (Tabla 4).
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos libres en rifion

Grupos

Acidos G 10-5 mol

cdos rasos’( mol/ug Sham ShamC 5/6Nx 5/6NxC

proteina)
Acido laurico (C12) 6.280+2.848 4.260+1.115  6.3+1.804 8.640+1.110%
Acido miristico (C14) 4467+1.343 371740933  4.76742.196  3.767+1.381
Acido palmitico (C16) 1.175+2.620 1.020+1.457 1.337+2.673  1.380+2.665
Acido palmitoleico
0.567£0.252  0.560+0.568 1.525+0.395%  1.667+0.3215¢

(C16:1n-7)*
Acido estearico (C18) 1.117£0.584 0.833:0.250  1.383+1.053  1.060+0.416
Acido oleico (C18:1n-9) 9.917+2.356 8.317+1.459  9.4+2.428 9.5+2
Acido linoleico (C18:2n-6)  3.742.067  3.033£0.753  3.5+0.743 2.767+0.432
Acido o-linoléni

€160 AIOIENICo 3.240.754  2.75+0.554  3.03340.829  2.617+0.542
(C18:3n-3)
Acido y-linolénico (C18:3n-
6;"’” inolénico (C18:3n- o 1 268 2.767:0956 331742101 348341202
Acido dihomo- -

1c1e0 crhomo-gamina 0.717+40.248  0.6+0.276  0.967+0.635  1.333+0.650
linolénico (C20:3n-6)
Acido araquidénico(C20) 2.8+1.121  2.733+1.021  2.633+2.294  2.467+0.859
Acidos grasos saturados 24.80+4.817 20.33+£3.077  30.20£3.701% 26.20+1.789
Acidos grasos insaturados 10.20£2.224 8.783£1.656 10.40+2.418 10.33£2.194
Acidos grasos 10.6742.805 9.167+1.549  10.80+3.461  10.20+1.251
poliinsaturados
Total 46.18+4.650 40.3314.473 53.6046.791¢  47.34+2.871

ANOVA, post hoc Tukey o *LSD Fisher. Promedio+DE p<0.05, n=3-6. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC. Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC).

7.5.2.

Sintesis de lipidos, abundancia de proteinas renales

Para saber si la sintesis de acidos grasos se encontraba alterada en el tejido renal y hepatico, se

midieron los niveles intracelulares de ACC y FAS, proteinas involucradas en la carboxilacién de la

acetil-CoA a malonil-CoA y en la sintesis de palmitato a partir de acetil-CoA y malonil-CoA

respectivamente. La abundancia de ambas proteinas aument6 en el grupo 5/6Nx y disminuyeron con

el tratamiento de curcumina (5/6NxC) (Fig. 44, 4B y 4E). La concentracién SREBP1 (Fig. 4D y 4E), el

cual es un factor de transcripcion que juega un papel importante en la induccién de la lipogénesis,

aument6 en el grupo 5/6Nx; sin embargo, el tratamiento con curcumina no tuvo ningun efecto.

Posteriormente, se determinaron los niveles del transportador membranal de lipidos CD36 (Fig. 4Cy

4E) y se observaron incrementados en el modelo y el tratamiento con curcumina los redujo.

22



ACC FAS
0.004 2.0+
$&
0.003 $& 1.5
.E ' _E ’ $&# E
§ g
& & 1.01
o & Sham  ShamC 5/6Nx 5/6NxC Kpa
2 £ s
R-actina 42
& O & L
& o FAS * = = = = = e o = == o= 273
C D R-actina ™ = == —= == == == == = = = 42
CD36 == w= s o e o 4l e &= o #= 30
CD36 SREBP1
1.5+ 1.5+ R-actina "= e o s o o o s = />
s o . SREBP1 ™ = e = ae — e e == == 121
o £ &
£ B 1.0 & .
© T R-actina ™ ™ oo 5 o = 3 s e o = 42
M g
S o
a 2 0.5
o o
7]
0.0-

Figura 4. Sintesis de lipidos renal en los cuatro grupos estudiados: Sham, Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6
(5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Acetil CoA carboxilasa (ACC), B) Sintasa de &cidos grasos (FAS en inglés), C)
Grupo de diferenciacién 36 receptor de acidos grasos (CD36 en inglés), D) Proteina de unidn al elemento receptor de
esteroles 1 (SREBP1 en inglés) y E) Imagenes representativas del western blot. Se utiliz6 3-actina como control de carga.
Analisis de varianza de una sola via (ANOVA), post hoc diferencia menos significativa (LSD en inglés) de Fisher,
Promedio+DE, n=3, $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx.

7.5.3. f-oxidaciéon y potencial de membrana mitocondrial en el rifién
El metabolismo de 4acidos grasos involucra un balance entre su sintesis y su degradacion.
Adicionalmente, el ATP producido en los tubulos proximales depende de la 3-oxidacion de acidos
grasos. Por lo tanto, se evaluaron los parametros de la respiraciéon mitocondrial relacionados con la
f3-oxidacion. Se observd que la respiracion mitocondrial disminuyd en el grupo 5/6Nx y la curcumina
lo restablece en el estado 4 (asociado con el leak) (Fig. 5A). Ademas, La curcumina previno la
despolarizacién de la membrana mitocondrial inducida por la nefrectomia en el estado 3 (asociado
con la sintesis de ATP) y en el estado 4 inducido por oligomicina (Fig. 5B), sugiriendo que la
curcumina restaura parcialmente la despolarizacién mitocondrial y la capacidad de la fosforilacion

oxidativa asociada con la f3-oxidacién de acidos grasos.
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Figura 5. 3-Oxidacion mitocondrial renal en los cuatro grupos estudiados: Sham, Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia
5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Respiracion y B) Potencial de membrana. S3=Estado 3, S4o=Estado 4
inducido por oligomicina, P=Fosforilacién oxidative asociada a la respiracion, RC=Control respiratorio, A¥m=Cambios en
el potencial de membrana mitocondrial, Safranina (Saf). Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA), post hoc diferencia
menos significativa (LSD en inglés) de Fisher. Promedio+DE, n=3. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx.

7.5.4. Biogénesis mitocondrial y transporte de acidos grasos, abundancia de

proteinas renales
Para determinar silos cambios observados en la mitocondria estaban relacionados con su masa o con
su biogénesis, se midid por western blot la abundancia de PGC1a (Fig. 6A y 6F), PPARa (Fig. 6B y 6F)
y VDAC (Fig. 6C y 6F). Los niveles de PGC1la y PPARa disminuyeron en el grupo 5/6Nx, pero sélo los
de PPAR«a incrementaron en el grupo 5/6NxC con respecto al grupo 5/6Nx. La cantidad de VDAC
disminuy6 en los grupos 5/6Nx y 5/6NxC con respecto a los controles. También se midieron los
niveles proteicos de CPT1 (Fig. 6D y 6F), la cual esta relacionada con la f3-oxidacién, y se encontr6 una
disminucion en el grupo 5/6Nx y el tratamiento con curcumina (5/6NxC) los incrementd. Ademas, el
nivel de ATP5a (Fig. 6E y 6F) disminuyé en los grupos con nefrectomia comparado con los grupos

control.
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Figura 6. Proteinas renales relacionadas con la biogénesis mitocondrial y la R-oxidacién de los grupos estudiados: Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Coactivador 1 alfa del receptor gama
del proliferador de peroxisomas activados (PGCla en inglés), B) Receptor alfa del proliferador de peroxisomas activados
(PPARa en inglés), C) Canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC en inglés), D) Carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1
en inglés), E) ATP sintasa 5a (ATP5a en inglés) y F) Imagenes representativas del western blot. Se utilizd B-actina como
control de carga. Andlisis de varianza de una sola via (ANOVA), post hoc diferencia menos significativa (LSD en inglés) de
Fisher, Promedio+DE, n=3.%p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx.

7.6. Metabolismo lipidico en el higado

7.6.1.  Perfil de acidos grasos libres en el higado
El higado participa activamente en el metabolismo de lipidos en el organismo, por lo que también se
midieron las concentraciones de acidos grasos libres en este tejido (Tabla 5). Adicionalmente se
calcularon las concentraciones de acidos grasos totales, saturados, insaturados y poliinsaturados
(Tabla 5). No hubo cambios significativos en las concentraciones de acidos grasos totales, saturados,
insaturados y poliinsaturados. Las concentraciones de C16:1n-7 no fueron detectables en varios
animales, por lo que no se incluyé de manera individual en la tabla; sin embargo, los pocos datos

existentes se utilizaron para la suma de los 4cidos grasos insaturados y para el total de acidos grasos.
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Tabla 5. Perfil de acidos grasos libres hepaticos

Grupos
Acidos grasos ,(10-5 mol/ug Sham ShamC 5/6Nx 5/6NxC
proteina)
Acido laurico (C12) 0.823+0.499 0.461+0.114 0.631+0.405 0.891+0.521
Acido miristico (C14) 5.071+4.794 0.866+0.438 1.996+1.353 4.303+3.467
Acido palmitico (C16) 17.54+£5.581 12.8842.085 11.45+2.860 14.71+4.156
Acido estearico (C18) 11.44+3.837 8.314+1.366 7.90343.519 9.692+2.272
Acido oleico (C18:1n-9) 2911+1.269 2.389+0.369 2.101+0.413 2.911+1.287
Acido linoleico (C18:2n-6) 6.451+3.601 5.323+4.986 2.445+0.979 3.450+1.193
Acido a-linolénico (C18:3n-3)* 1.658+0.529 2.348+1.568 1.475%+0.668 1.520+1.191
Acido y-linolénico (C18:3n-6)* 1.812+0.731 1.582+1.551 1.459+0.897 1.283%1.717
?g;‘;?;:_hg;mo'gamma'hn"lemco 2.915+0.804 2371+0.310 1.990+0.593 2.908+0.624
Acido araquidénico (C20) 5.020+4.336 15.03+28.23 2.424+1.063 3.395%+2.535
Acidos grasos saturados 38.92+17.41 37.33430.11 23.90+£7.508 32.31+8.525
Acidos grasos insaturados 3.009+1.338 6.22248.988 2.170+0.489 3.023+1.384
Acidos grasos poliinsaturados 11.10+4.503 10.97£6.664 5.902+2.319 8.018%3.962
Total 53.03£19.90 54.52+45.19 31.97+7.162 43.35+£10.40

ANOVA, post hoc Tukey o LSD Fisher. Promedio*DE p<0.05, n=3-6. $p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC. Sham,

Sham+curcumina (ShamcC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC).

7.6.2.

Sintesis de lipidos y lipogénesis, abundancia de proteinas hepaticas

La abundancia de ACCy FAS (Fig. 7A, 7By 7H) incrementd en los grupos 5/6Nx y 5/6NxC con respecto

a los controles. Sin embargo, ACC disminuyé en el grupo 5/6NxC comparado con el grupo 5/6Nx. El

marcador de lipoperoxidacién (4-HNE) (Fig. 7C y 7H) aumenté en el grupo 5/6Nx y el tratamiento

con curcumina presentd una tendencia a disminuirlo. La abundancia de CD36, DGAT1 y PPARYy (Fig.

7D, 7E, 7F y 7H) aument6 en el grupo 5/6Nx y disminuy6 en el grupo 5/6NxC. Por otro lado, la

abundancia SREBP1 aumenté en los grupos 5/6Nx y 5/6NxC con respecto a los controles y no hubo

efecto del tratamiento con curcumina (Fig. 7G y 7H).
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Figura 7. Proteinas hepaticas relacionadas con la sintesis y almacenamiento de lipidos en los cuatro grupos de estudio:
Sham, Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Acetil CoA carboxilasa
(ACC), B) Sintasa de acidos grasos (FAS en inglés), C) 4-hidroxinonenal (4-HNE), D) Grupo de diferenciacion 36 receptor
de acidos grasos (CD36 en inglés), E) Diacilglicerol acil transferasa 1 (DGAT1), F) Receptor gama del proliferador de
peroxisomas activados (PPARy en inglés) G) Proteina de unién al elemento receptor de esteroles 1 (SREBP1 en inglés)
y H) Imagenes representativas del western blot. Se utilizé B-actina como control de carga. Andlisis de varianza de una
sola via (ANOVA), post hoc diferencia menos significativa (LSD en inglés) de Fisher, Promedio+DE, n=3.%p<0.05 vs Sham,
&p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx.

7.6.3. f3-oxidacion y potencial de membrana mitocondrial en el higado
En el caso del higado, no hubo cambios significativos entre los grupos en los parametros de la
respiracion mitocondrial y en el potencial de membrana cuando la respiracién es alimentada por
sustratos asociados a la R-oxidacion (Fig. 8A y 8B), exceptuando el potencial en estado 4, el cual
incrementa en el grupo 5/6Nx. El tratamiento con curcumina restaura el potencial evitando la

hiperpolarizacién en el estado 4 (Fig. 8B).
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Figura 8. f-Oxidacién y potencial de membrana mitocondrial hepatica en los cuatro grupos de estudio: Sham,
Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Respiraciéon y B) Potencial de
membrana. S3 =Estado 3, S40=Estado 4 inducido por oligomicina, P = Fosforilacién oxidativa asociada a la respiracion,
RC = Control respiratorio, AWYm=Cambios en el potencial de membrana mitocondrial, Safranina (Saf). Analisis de
varianza de una sola via (ANOVA), post hoc diferencia menos significativa (LSD en inglés) de Fisher, Promedio+DE, n=3.
$p<0.05 vs Sham, &p<0.05 vs ShamC, #p<0.05 vs 5/6Nx.

7.6.4. Biogénesis mitocondrial y transporte de acidos grasos, abundancia de

proteinas hepaticas
Para determinar la biogénesis mitocondrial en el higado se midieron los niveles proteicos de PGCla
(Fig. 9A y 9F), los cuales disminuyeron en el grupo 5/6Nx comparado con los grupos Sham y el
tratamiento con curcumina increment6 su abundancia. Ademas, se midi6 la abundancia de PPARa
(Fig. 9B y 9F), la cual increment6 en el grupo 5/6NxC comparado con los otros tres grupos. Para
determinar si el incremento en la biogénesis mitocondrial estaba relacionado con su masa, se
evaluaron los niveles de VDAC, la cual es una proteina abundante en la membrana mitocondrial. Los
niveles de VDAC en el grupo 5/6Nx fueron menores comparados con los otros grupos y el tratamiento
con curcumina no tuvo efecto alguno (Fig. 9C y 9F). CPT1 disminuyé en los grupos 5/6Nx y 5/6NxC
(Fig. 9D y 9F), y ATP5a increment6 su abundancia en el grupo 5/6Nx con respecto a los grupos Sham

(Fig. 9E y 9F).
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Figura 9. Proteinas hepaticas relacionadas con la biogénesis mitocondrial y la f3-oxidacién en los cuatro grupos de
estudio: Sham, Sham+curcumina (ShamC), nefrectomia 5/6 (5/6Nx) y 5/6Nx+curcumina (5/6NxC). A) Coactivador 1 alfa
del receptor gama del proliferador de peroxisomas activados (PGCla en inglés), B) Receptor alfa del proliferador de
peroxisomas activados (PPARa en inglés), C) Canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC en inglés), D) Carnitina
palmitoil transferasa 1 (CPT1 en inglés), E) ATP sintasa 5a (ATP5a en inglés) y F) Imagenes representativas del western
blot. Se utiliz6 B-actina como control de carga. Analisis de varianza de una sola via (ANOVA), post hoc diferencia menos
significativa (LSD en inglés) de Fisher, Promedio+DE, n=3.$p<0.05 vs Sham, 4p<0.05 vs Sham(, #p<0.05 vs 5/6Nx
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8. DISCUSION

Los efectos nefroprotectores de la curcumina se han estudiado ampliamente en modelos
experimentales de ERC (Ali et al., 2018; Aparicio-Trejo et al., 2017; Goel et al,, 2008; Tapiaetal., 2013,
2014). Dichos efectos se pueden observar desde las primeras 24 h post cirugia (Aparicio-Trejo et al,,
2017). Adicionalmente, la curcumina revierte la hipertension glomerular y el estrés oxidante en el
rifién tras dos meses de evoluciéon de la enfermedad (Tapia et al.,, 2013) e inclusive promueve la
regeneracion del tejido de las células tubulares (Tejada et al,, 2016). Esto es consistente con la
restauracion de las alteraciones en los parametros generales (Tablal), con la reducciéon de los
marcadores de dafio renal (Fig. 2A y 2B) y con la disminucién de los niveles de TGF{3 posteriores al
tratamiento con curcumina (Fig. 2C). Por otro lado, no se observo efecto del tratamiento en los valores
de proteina urinaria, las cuales se encuentran incrementadas, asi como la presién sistolica. Esto es
contrario a lo que se habia observado anteriormente en un protocolo experimental similar donde
ambas se reducen significativamente (Tapia et al,, 2013), Sin embargo, la diferencia podria estar
relacionada con el tamafo de los animales, ya que en este protocolo los animales pesaron minimo 50
g menos, lo que hace mas dificil la diseccién de las arterias renales.

Ademas, la 5/6Nx produce alteraciones en otros tejidos, como es el caso del sistema cardiovascular
(Gava etal., 2012), lo cual se puede relacionar con la presencia de hipertension en ambos grupos con
nefrectomia. A pesar de ello, se ha visto que la curcumina restaura la funcién cardiaca (Hernandez-
Reséndiz et al., 2015) y previene la pérdida de masa muscular ( Wang et al., 2020). Con respecto a
esto, los animales del grupo 5/6NxC tuvieron una supervivencia del 100% comparado con el grupo
5/6Nx donde solo sobrevivieron 66% de los animales. Por otro lado, el efecto de la curcumina sobre
la masa muscular concuerda con los resultados observados en la tabla 1, donde la curcumina revierte
la pérdida de peso inducida por la nefrectomia. Adicionalmente, el incremento en el consumo de
alimento del grupo 5/6Nx (Tabla 1), podria estar relacionado con el efecto que tiene la curcumina
sobre la leptina, la cual es una adipocina que produce saciedad (Harris, 2000). En pacientes con
higado graso no alcohélico, la curcumina disminuye las concentraciones de leptina en plasma
(Mirhafez et al, 2019) y en cultivos celulares, disminuye la expresién del gen y sus vias de
sefalizacion (Nejati-Koshki et al., 2014; Tang et al., 2009). Por lo tanto, al incrementar el consumo de
alimento, se aumenta la biodisponibilidad de nutrientes que pueden ser utilizados para aumentar la
masa muscular. En este sentido, los resultados revelaron por primera vez en el modelo 5/6Nx que los

efectos protectores de la curcumina también estan presentes en el higado, donde se reducen los
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niveles de AST y TGFf3 (Fig. 2E y 2F), asi como, los dafios observados en los cortes histoldgicos (Fig.
3L).

La dislipidemia es una de las principales alteraciones sistémicas en pacientes con ERC y los dafios
producidos en el rifién y en el higado estan estrechamente relacionados. Sin embargo, el mecanismo
a través del cual ocurre esto, se desconoce. Las alteraciones observadas en el perfil de lipidos y en la
composicion de acidos grasos plasmaticos en el grupo 5/6Nx (Tabla 2) sugieren que el dafio renal es
el principal factor en el desarrollo de la dislipidemia. Los acidos grasos plasmaticos deben ser
transportados al higado para ser metabolizados, promoviendo la formacion de triglicéridos y
lipoproteinas que posteriormente son nuevamente liberadas al plasma (Nguyen et al, 2008).
Mientras tanto, el dafio renal reduce la utilizacién de lipidos por parte de la mitocondria (Aparicio-
Trejo et al,, 2020), incrementando sus niveles y probablemente su liberacién al plasma, provocando
hipertrigliceridemia y el incremento de lipoproteinas en el plasma de las ratas con 5/6Nx. En la ERC,
el perfil de lipidos plasmaticos estd alterado, hay hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, y el
incremento de VLDL, LDL y la disminuciéon de HDL (Vaziri, 2014). En este estudio se observo este
perfil caracteristico en el modelo 5/6Nx, a excepcién de las concentraciones de HDL, las cuales
incrementaron. Sin embargo, dicho incremento puede estar relacionado a otros factores como al
tamafio, su oxidacion (HDL-ox) o al hecho de que se utilizaron ratas Wistar y no Sprague-Dawley que
son las que mas se utilizan para estudios metabdlicos (Ghelani et al,, 2019; K. Jin et al.,, 2013; Moradi
& Vaziri, 2019; Soetikno et al., 2013; Vaziri et al., 2004). La curcumina no tuvo efectos significativos
en el metabolismo del colesterol, ya que la abundancia de SREBP1 (Fig. 4D y 7G) no disminuyé como
se esperaba (YUAN etal,, 2008) y aunado a la posible oxidacion de las HDL, explicaria la acumulacién
de colesterol total en plasma. Esto tal vez se relacionen con el tiempo de tratamiento, ya que los
tratamientos anteriormente utilizados se han realizado por periodos mas prolongados (hasta 12
semanas) al que se establecié en este proyecto (J. Yang et al., 2023) . Por otro lado, la curcumina
revirtié el incremento inducido por la 5/6Nx de VLDLt, C16:1n-7 y los acidos grasos insaturados
(Tablas 2 y 3), sugiriendo su efecto protector en el rifién y en el higado revirtiendo por lo menos la
hipertrigliceridemia parcialmente.

Los efectos benéficos de la curcumina han sido asociados directa o indirectamente con su capacidad
antioxidante(Trujillo et al., 2013). Anteriormente se habia descrito que la curcumina revierte el estrés
oxidante, la hipertension glomerular, la hiperfiltracién y las alteraciones hemodinamicas en ratas con
5/6Nx (Tapia et al., 2013). Las alteraciones hemodinamicas aparecen inmediatamente después de la
5/6Nx (Brenner, 1985; Hostetter et al., 1981), asi como, el aumento en la perfusién renal y el

incremento en el consumo de oxigeno, lo que induce el cambio metabélico (Fedorova et al., 2013; Hui
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etal,, 2017; Zhao et al.,, 2017) e incrementa la demanda de ATP (Aparicio-Trejo et al., 2017; Fedorova
etal,, 2013). La lipotoxicidad y la disfuncién mitocondrial en los rifiones (Aparicio-Trejo et al., 2018;
Forbes & Thorburn, 2018; Martinez-Klimova et al., 2019) inducen la reprogramacién metabdlica, la
cual se caracteriza por el cambio en el metabolismo mitocondrial a anaerébico y este es un mecanismo
comunmente observado durante la progresion de la ERC (Aparicio-Trejo etal.,, 2022; Kangetal., 2015;
Tannenbaum et al.,, 1983). Los sitios de la nefrona con alta dependencia de mitocondrias, como son
los tubulos proximales, son los mas afectados por la acumulaciéon de lipidos (Jang et al., 2020;
Martinez-Klimova et al.,, 2019). Adicionalmente, se observaron cambios en CD36, el cual es un
receptor membranal que reconoce a acidos grasos de cadena larga, lipoproteinas y otras moléculas
lipidicas. Para que este receptor pueda ejercer su actividad, requiere de palmitoilaciones para
reconocer al acido graso, para internalizarlo es necesaria su glicosilacién y se ha visto que la
ubiquitinacion del receptor también puede estabilizarlo en membrana y evitar su degradacién en
algunos casos. De esta manera, el incremento de CD36 en el rifion favorece la acumulacion de lipidos
en los modelos de ERC como el modelo de obstrucciéon unilateral (Aranda-Rivera et al., 2022; Jang et
al,, 2020; Martinez-Klimova et al., 2019; Nishi et al., 2019). Asi mismo, se ha visto que en este modelo
el aumento temprano de CD36, facilita no solamente el ingreso de acidos grasos, también puede
actuar como receptor desencadenando las vias de inflamacidn, estrés oxidante y fibrosis (Aranda-
Rivera et al., 2022; Martinez-Klimova et al,, 2019).

Los resultados concuerdan con el incremento de CD36 en el rifién del grupo 5/6Nx, que, junto con el
incremento en las concentraciones de FAS, ACC (Fig. 4A y 4B) y la deposicion de lipidos (Fig. 4C),
involucra el incremento en la recaptura y sintesis de acido grasos por el rinén. Asi mismo, las
mitocondrias renales en 5/6Nx presentan un estado patolégico caracterizado por la reduccion en la
capacidad OXPHOS y en la actividad de CI y CIII, esto lleva a la reduccion en la actividad de la f3-
oxidacidn, la cual persiste desde los primeros 2 dias post cirugia (Aparicio-Trejo et al.,, 2017; Aparicio-
Trejo, Rojas-Morales, et al., 2020) hasta la semana 8 de evolucion. Esto se observo con la reduccion
de los parametros S3, S4o, P y RC y con la disminucién en el potencial de membrana mitocondrial en
la respiracion asociada a palmitoil (Fig. 5A y 5B). Tomando en cuenta todo esto, el incremento en los
niveles del acarreador de lipidos (Fig. 4C) y en el mejoramiento de la 3-oxidacién mitocondrial,
incrementa las concentraciones de acetil-CoA que a la larga promueve la sintesis de lipidos en el rifién
(Fig. 4A y 4B), donde el acimulo de lipidos en el parénquima favorece los procesos de inflamacién y
fibrosis renal. Como consecuencia al incremento en la sintesis de acidos grasos en el rifién, la
concentracion de acidos grasos en el plasma incrementa (Tabla 3), como se ha observado

anteriormente en pacientes con ERC (Nishi et al,, 2019). Adicionalmente, El ciclo de Krebs disminuye
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debido al dafio mitocondrial, lo que incrementa las concentraciones de acetil-CoA y proporciona mas
sustrato para la sintesis de lipidos (Jiménez-Uribe et al, 2021). De hecho, biopsias de rifién de
pacientes con CKD presentan niveles reducidos de ARNm de proteinas del ciclo de Krebs, esto se
asocia a los bajos niveles de la cinasa de AMP activada (AMPK en inglés) y PGC1a (Hallan et al., 2017;
Hui et al, 2017; Kang et al,, 2015; Stadler et al., 2015; Stallons et al., 2014), ambas proteinas son
reguladores clave de la biogénesis mitocondrial. Como se pudo observar en la Fig. 6A y 6B, a las 8
semanas, la disminucién de PGCla y de PPARa conlleva a la reduccién en la biogénesis y masa
mitocondrial, incrementando el deterioro del rifién. Esto concuerda con informes previos donde a las
24 h postcirugia la funciéon mitocondrial disminuye (Aparicio-Trejo etal., 2017).

Ademas de los efectos de la curcumina contra el estrés oxidante (Aparicio-Trejo et al., 2017; Aparicio-
Trejo etal., 2020), los resultados revelaron que la curcumina promueve la recuperacion de los niveles
de PPARa y CPT1 (Fig. 6B y 6D), asi como el consumo de oxigeno en el S4o0 y el incremento en el
potencial de membrana del S3 y S4o0 (Fig. 5A y 5B). Esto indica que hay una recuperacion parcial de
la 3-oxidacién mitocondrial en el grupo 5/6NxC, lo cual puede estar asociado con el incremento en la
actividad del sistema de transporte de electrones, como previamente se demostré a las 24 h
postcirugia, donde se previno la reduccién en la actividad de CI (Aparicio-Trejo et al,, 2017). La
proteccidén mitocondrial es este trabajo (Fig. 5) fue menor comparado con lo que se habia descrito a
las 24 h. sin embargo, el esquema de tratamiento no fue preventivo, demostrando el efecto
terapéutico de la curcumina tras 8 semanas postcirugia. Ademads, la curcumina disminuy6 la
abundancia de CD36 (Fig. 4C), reduciendo la recaptura y sintesis de acidos grasos (Fig. 4Ay 4B) y en
consecuencia la acumulaciéon de lipidos (Fig. 3H). Estos efectos benéficos de la curcumina sobre el
metabolismo de lipidos y la mitocondria pueden prevenir la lipotoxicidad y por lo tanto el dafio
celular. A su vez, la curcumina disminuye la expresion de NFkB lo que evita la activacién de vias para
la diferenciacién de fibroblastos y por lo tanto la formacién de fibras de coldgeno (M.-H. Pan et al,,
2014) como se observé en el panel G de la figura 3.

La dislipidemia en el grupo 5/6Nx también induce alteraciones hepaticas. Los acidos grasos deben
ser transportados al higado para ser empaquetados en lipoproteinas (Noels et al., 2021). Por lo tanto,
la excesiva abundancia de acidos grasos en el plasma permite el incremento en su recaptura por CD36
en el higado (Fig. 7D), lo que induce la sintesis de novo, caracterizada por el incremento en los niveles
de ACC, FAS y DGAT (Fig. 7A, 7B y 7E), promoviendo la lipogénesis a través de PPARy (Fig. 7F). La
acumulacién de lipidos (Fig. 3K) también se asocia con el incremento en el estrés oxidante,
demostrado por el incremento en 4-HNE (Fig. 7C), asi como con la inflamacién en este tejido, lo que

favorece el dafio hepatico (Fig. 3]). Esta asociaciéon también fue descrita en modelos de esteatosis
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hepatica y en higado graso no alcohdlico (Ertunc & Hotamisligil, 2016; Hauck & Bernlohr, 2016). La
disfuncién mitocondrial es un punto central en el proceso patolégico del higado graso no alcohélico
(Nassir & Ibdah, 2014). Por lo tanto, en este estudio se evalud la funcién mitocondrial en el higado
con la respiracién asociada a palmitoil. No se observaron cambios en los parametros respiratorios
(Fig. 8A), pero la 5/6Nx induce la hiperpolarizaciéon mitocondrial hepatica (Fig. 8B), lo que promueve
la sobre produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS en inglés) mitocondriales (Quinlan et al.,
2013), explicando el incremento en la peroxidacion de lipidos (Fig. 7C) en el higado.

Adicionalmente, los marcadores de biogénesis (Fig. 9A y 9B) y de masa mitocondrial disminuyeron
(Fig. 9C), lo que concuerda con informes previos donde el incremento en el contenido de lipidos en el
higado disminuye la biogénesis mitocondrial (Nassir & Ibdah, 2014). En contraste, los niveles de
ATP5a estuvieron incrementados en el grupo 5/6Nx. Aunque no se exploré con mayor profundidad,
estos resultados pueden ser debido a una respuesta compensatoria a las alteraciones mitocondriales
observadas. La curcumina revierte el incremento en la recaptura de lipidos por CD36 (Fig. 7D). Esto
disminuye los niveles de ACC, DGAT1 y PPARYy (Fig. 7A, 7E y 7F) que imposibilita la acumulacién de
lipidos y la sintesis de triglicéridos, como consecuencia, disminuye la liberaciéon de VLDL al torrente
sanguineo. La curcumina también increment6 los niveles hepaticos de PGC1la y PPARa con respecto
al grupo 5/6Nx, asociadas a la biogénesis mitocondrial (Fig. 9A y 9B) y revirti6 la hiperpolarizacion
en S4o0 (Fig. 8B), que se asocia con una tendencia en reducir los niveles de 4-HNE (Fig. 7C). Por lo
tanto, estos resultados dan a entender que la curcumina incluso tiene efectos benéficos en la sintesis
de lipidos y el metabolismo mitocondrial del higado. Los resultados y el mecanismo fisiopatolégico se

ilustran en la Fig. 10.
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Figura 10. Modelo integrativo del mecanismo fisiopatolégico de la dislipidemia en la ERC y el efecto de la curcumina. 1)
El modelo de Nx5/6 disminuye la 3-oxidacion y la funcién mitocondrial, esto lleva al 2) incremento en la concentracién
de Acetil-CoA en el citoplasma, aportando sustrato para la sintesis de acidos grasos (AG). 3) El incremento en la sintesis
de AG propicia la 4) su acumulacién en gotas lipidicas y/o su 5) liberaciéon hacia el torrente sanguineo, demostrado con
el incremento de 6) 4cido palmitoleico en plasma. Posteriormente, los AG pueden 7A) reingresar al rifién a través de
CD36 o 7B) al higado donde se pueden esterificar en forma de triglicéridos (TG) y 8A) empaquetarse en lipoproteinas o
8B) acumularse en gotas lipidicas. Las lipoproteinas son liberadas al torrente sanguineo y estas pueden 9A) distribuir
nuevamente sus acidos grasos al rifién incrementando atin mas la acumulacién de lipidos en este érgano. 10A) Esto
propicia la disminucién de la biogénesis y masa mitocondrial, el incremento en el estrés oxidativo y por lo tanto el
desarrollo de 11A) inflamacioén y fibrosis renal. Por otro lado, en el higado los lipidos acumulados 9B) inducen estrés
oxidativo lo que lleva a 10B) la disminucién en la biogénesis y masa mitocondrial, propiciando el incremento en la sintesis
de AGy ala 11B) inflamacién del tejido hepatico. En amarillo, se puede observar como la curcumina evita la diminucién
en la funcién mitocondrial renal, evitando la sintesis de acidos grasos, su acumulacién en gotas lipidicas y en plasma, asi
como su reingreso a los tejidos y redistribucion en lipoproteinas. De esta manera se evita la inflamacién y fibrosis renal
y hepatica.

Curcumina
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9. CONCLUSION

El desarrollo de la dislipidemia en la ERC se deriva del desbalance en el metabolismo de lipidos en el
rifién, especificamente en la f3-oxidacién, que conforme pasa el tiempo, incrementa la cantidad de
acidos grasos en el torrente sanguineo. Como consecuencia, los acidos grasos son captados por el
higado propiciando un incremento en la sintesis de triglicéridos y la formacién y excrecién de
lipoproteinas, que redistribuirdn nuevamente los acidos grasos generando un ciclo continuo de dafio
en ambos 6rganos. Por otro lado, el efecto terapéutico de la curcumina en la hipertrigliceridemia
inducida por 5/6Nx se asocia con la restauracién de la f3-oxidacion mitocondrial, la reducciéon en la
sintesis de lipidos y la captura de 4cidos grasos en el rindn y en el higado. De esta manera se acepta la
hipétesis experimental, confirmando que el origen de la dislipidemia y el 6rgano blanco para el
tratamiento de esta es el rifidn. Asi mismo, los resultados indican que la mejora en la funcién
mitocondrial, particularmente en la actividad de los complejos 1 y 11, puede corregir parcialmente el
problema de manera exitosa, convirtiendo a la curcumina en una excelente opcién para el
mejoramiento en la funcién mitocondrial renal y por lo tanto para el tratamiento de la dislipidemia

en la ERC.

Los resultados de esta tesis se publicaron en la revista MDPI “Antioxidants” (EISSN: 2076-3921) bajo
el titulo de “Therapeutic Effect of Curcumin on 5/6Nx Hypertriglyceridemia: Association with the
Improvement of Renal Mitochondrial 3-Oxidation and Lipid Metabolism in Kidney and Liver”
(doi.org/10.3390/antiox11112195). Asi mismo, la tesis dio pie para la publicacién de un articulo de
revision que se public6 en la revista MDPI “Foods” (EISSN: 2304-8158) bajo el titulo de “The
Development of Dyslipidemia in Chronic Kidney Disease and Associated Cardiovascular Damage, and

the Protective Effects of Curcuminoids” (doi.org/10.3390/foods12050921).
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PERSPECTIVAS

Los resultados de esta tesis dan la oportunidad de continuar con la linea de investigacién en
diferentes areas. En materia de metabolismo de lipidos quedaria, la evaluaciéon de otros tipos de
acidos grasos y la determinacién de otras vias metabdlicas asociadas, asi como la actividad de las
enzimas implicadas. También en necesario dilucidar el comportamiento y estructura de las
lipoproteinas (LDL y HDL), como su oxidacién (LDLox y HDLox), funcién y la actividad de los
receptores de membrana que permiten su desintegracién. Del mismo modo, también es necesaria la
valoracion de otros tejidos metabdlicamente activos como son el tejido adiposo y el musculo, que
cumplen un papel importante en el metabolismo de lipidos al almacenarlo y utilizarlo como sustrato
energético.

En el caso del estrés oxidativo quedaria, la evaluacion de la actividad de las enzimas, la forma y
abundancia de mitocondrias y la abundancia de radicales libres. En materia de la curcumina quedaria,
evaluar su absorciéon intestinal, su relacién con la microbiota intestinal y su asociaciéon con
acarreadores lipidicos que promoverian su biodisponibilidad. Por otro lado, todos estos
procedimientos se han realizado en ratas macho, dejando de lado el efecto que podria tener la
complementacion de la dieta en ratas hembra. Por lo que también se considera necesario incluir

grupos de ratas hembra a los protocolos experimentales.
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