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1. RESUMEN

La insuficiencia renal crénica (IRC) es una enfermedad caracterizada por la
disminucién progresiva de la funcion renal, debido a multiples factores como la
diabetes mellitus tipo 2 y la hipertensién. Se clasifica como una enfermedad
emergente debido al aumento de los casos, al rezago y elevados costos en la
atencion, los recursos limitados para su tratamiento y la alta mortalidad. Por eso
es importante determinar nuevas estrategias de renoproteccion frente a la
progresion del dafio renal con ayuda de modelos de estudio como el de
nefrectomia 5/6; en el rindn remanente, esta claramente asociada la progresion
de la enfermedad con el estrés oxidante, por eso emprendimos el objetivo de
evaluar la administracion via orogastrica del antioxidante curcumina como una
alternativa para atenuar y/o proteger de las alteraciones presentes en la IRC.

En el presente trabajo se estudiaron ratas macho de la cepa Wistar durante 30
dias después de ser sometidas a Nx 5/6 o laparotomia (simuladas o sim). Los
animales se dividieron en 4 grupos: Nx 5/6 + vehiculo (N=6), Nx 5/6 + curcumina
(N=6), Sim + curcumina (N=6) y Sim + vehiculo (N=6) (este ultimo grupo se usé
como control), los cuales recibieron carboximetilcelulosa (vehiculo) o curcumina
mezclada con vehiculo 7 dias antes, y durante 30 dias después de la cirugia. La
disfunciéon renal en el grupo de Nx 5/6 sin tratamiento con la curcumina se
evidencio por elevacion de: presion arterial sistdlica, proteinuria, creatinina y
nitrégeno ureico en plasma, asi como del malondialdehido y del 4-hidroxinonenal
en tejido renal. Concomitantemente con estas alteraciones se encontré una
disminucidn en las actividades enzimaticas de la catalasa, superdxido dismutasa
total, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation-S-transferasa. El
tratamiento con la curcumina redujo significativamente las alteraciones antes
mencionadas en el riidn remanente. El deterioro de la funcion renal y el estrés
oxidante asociado a la IRC resultado de la ablacién renal se redujo
significativamente con el tratamiento de curcumina. En conclusion, la
administracion de curcumina (60 mg/kg de rata/dia) mejord las alteraciones
originadas a partir de la Nx 5/6, aunque son necesarios mas estudios para definir

el potencial de este tratamiento por ejemplo en pacientes con IRC.



“EFECTO DEL ANTIOXIDANTE CURCUMINA SOBRE LA INSUFICIENCIA

RENAL CRONICA EN RATAS CON NEFRECTOMIA 5/6”

2. INTRODUCCION

En México la insuficiencia renal cronica (IRC) constituye un problema de salud
publica que se origina principalmente como consecuencia de enfermedades tales
como: la diabetes mellitus tipo 2 y la hipertensién arterial. De acuerdo con Correa-
Rotter y Cusumano (2008) esto no solo se circunscribe a México sino que la
incidencia de las enfermedades renales cronicas es un problema creciente en

Ameérica Latina y en todo el mundo.

En un estudio comparativo realizado por Amato et al. (2005) en una poblacién
urbana en México, se encontré que la prevalencia de la IRC es similar a la
observada en paises industrializados. Si los datos obtenidos en dicho estudio
representan al total de la poblacibn mexicana, se estima que sélo 1 de cada 4

pacientes con IRC que requieren trasplante renal tendrian acceso a este.

Por lo tanto, hay una gran necesidad de identificar estrategias capaces de detener
o de reducir la progresién de la enfermedad renal cronica para evitar la necesidad
de trasplante renal, hemodialisis o dialisis peritoneal. Los estudios en modelos
experimentales de dafo renal crénico, como el de nefrectomia 5/6 (Nx 5/6), son de
gran utilidad para tratar de comprender los mecanismos que generan la

enfermedad renal.
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Dicho modelo puede ser utilizado para establecer mejores estrategias de
tratamiento, evitando y/o retardando la progresion de nefropatias hasta la IRC y
con ello lograr disminuir el numero de pacientes que requieren de tratamiento

sustitutivo con dialisis y/o trasplante renal (Tapia et al., 2003).

La reduccidon significativa de masa renal por nefrectomia en animales
experimentales o por varias enfermedades en humanos dispara una cadena de
eventos que conducen a lesion tubulointersticial, glomeruloesclerosis, proteinuria y
la progresion a la fase final de la enfermedad renal. El deterioro progresivo de la
funcién renal y la estructura en el rindn remanente es mediado por un gran numero
de anormalidades en la hemodinamica renal, a saber, hipertension e hiperfiltracion

glomerular asi como estrés oxidante e inflamacion (Vaziri et al., 2003).

Kim y Vaziri (2010) mencionan que el estrés oxidante y la inflamacion son
caracteristicas comunes de la enfermedad renal cronica y los mediadores
principales de numerosas complicaciones entre las cuales se encuentran las
complicaciones cardiovasculares. Ademas, explica que el estrés oxidante en la
IRC es causado por una combinacion de: 1) incremento en la produccién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés Reactive Oxygen
Species) y 2) deterioro en la capacidad antioxidante de las células; o bien una

combinacién de ambas.

Un incremento en la generacion de las ROS por arriba del nivel fisiolégico conduce
a ciertos danos en los tejidos y disfuncion por modificacion de moléculas

estructurales y funcionales, activacion de vias de transduccion de sefales y ciertos
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factores de transcripcion sensibles a mecanismos de oxido-reduccion que tratan
de compensar el efecto originado por las ROS. Estos eventos, a su vez,
promueven necrosis, apoptosis, inflamacién, fibrosis; por lo que, las células
cuentan con sistemas redox, enzimas antioxidantes, los genes de la fase Il de
detoxificacion y antioxidantes endégenos que brindan proteccion contra las ROS

inducidas por dafo tisular.

Se ha establecido que el estrés oxidante y la deficiencia de enzimas antioxidantes
juegan un papel muy importante en el desarrollo del dafio renal en el modelo de
Nx 5/6 (Vaziri et al., 2003; Tain et al., 2007). En este contexto, la siguiente
investigacion pretende evaluar una estrategia para retardar la progresion del dafo
renal basada en el uso del antioxidante curcumina, que tiene la ventaja de ser un

componente de la dieta en humanos.
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3. ANTECEDENTES

3.1 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

La IRC es un proceso fisiopatoldgico irreversible de la funcién renal por multiples
causas, cuyas consecuencias son la pérdida irreparable del numero vy
funcionamiento de las nefronas. Dicha enfermedad es un problema de salud
publica emergente que afecta a un porcentaje importante de la poblacién
mexicana, la cual es tratada con procedimientos tales como dialisis peritoneal y
finalmente con trasplante renal que consumen gran cantidad de recursos
monetarios que solo permite atender a un porcentaje muy limitado de estos
pacientes (Amato et al., 2005; Paniagua et al., 2007; Correa-Rotter y Cusumano,

2008).

La pérdida inicial de masa renal por nefropatias o modelos experimentales trae
consigo adaptaciones funcionales y estructurales en las nefronas remanentes que
permiten suplir parcialmente la funcidon de aquellas que se han perdido. La
capacidad de filtracion glomerular se eleva notoriamente debido al aumento del
flujo plasmatico, hay un aumento de la presién capilar debido a la dilatacién de los
vasos pre-glomerulares (Dworkin et al., 1986; Meyer et al., 1987), y una hipertrofia
del glomérulo y de los segmentos tubulares. Cuando la masa renal se reduce mas
del 70%, estas adaptaciones son capaces por si mismas de producir dafio renal
progresivo. Esta hipotesis propuesta inicialmente por Hostetter et al. (1981) se
basa en estudios en los que se redujo la masa renal mas del 75%, lo cual produjo

en las nefronas residuales un aumento subito de la presion glomerular y del flujo
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en los capilares glomerulares; produciendo lesiones glomerulares que progresaron
a esclerosis y mas tarde en un aumento en el nivel de proteina en orina

(proteinuria).

La reduccién del numero de unidades de nefronas por enfermedades renales
primarias dispara una cadena de eventos que conducen a la inflamacion del
glomérulo y del tubulo intersticial, pérdida progresiva de las nefronas remanentes y
el desarrollo de la IRC (Brenner et al., 1982; Quiroz et al., 2008). En un estudio, se
observo que la prevencion del aumento de la presion y el flujo glomerular con dieta
hipoproteica evitd el dafno glomerular, demostrandose asi la participacién de las
alteraciones hemodinamicas en el desarrollo de los cambios estructurales
(Hostetter et al., 1981). Por otra parte, se ha demostrado que el factor
predominante que conduce a una hiperfuncién del dafo renal es el aumento de la
presion intraglomerular (Hostetter 1981; Zatz et al., 1985, Tapia et al., 2003). Por
lo que controlar o regular la presion sanguinea puede aportar un efecto benéfico
particularmente en el modelo experimental de Nx 5/6 (Griffin et al., 1994; Bidani et

al., 2000, Tapia et al., 2003).

Tapia et al. (2003) demostraron que uno de los factores mas importantes que
influye en el deterioro de la funcion renal es la hipertension arterial, esta es
mediada por el aumento en: la presion capilar glomerular, el flujo plasmatico y la
filtracion glomerular; este aumento produce dafio renal, donde la progresion de
lesiones renales invariablemente conduce a la hipertrofia, debido a este ultimo el
peso de la masa renal remanente aumenta de 2 a 3 veces y el proceso hipertréfico
afecta por igual a estructuras tubulares como glomerulares.

14



3.2 ESTRES OXIDANTE E IRC

El estrés oxidante juega un papel determinante en la patogénesis de varias
enfermedades como: la isquemia miocardica, lesidn cerebral por isquemia-

reperfusion, hemorragias, hipoxia y cancer (Maheshwari et al., 2006).

Vaziri et al. (2003) demostraron que las reacciones de oxido-reduccion que se
requieren en los mecanismos bioquimicos de los organismos aerdbicos estan
acopladas con la generacion continua de las ROS altamente reactivas y
potencialmente citotoxicas. En condiciones fisiolégicas normales, las ROS
producidas en el curso del metabolismo son neutralizadas por el sistema
antioxidante endégeno que protege a las moléculas funcionales y estructurales en
contra de las modificaciones mediadas por estas, lo que impide la citotoxicidad y el
dano tisular. Este sistema consiste en una serie de enzimas antioxidantes, asi
como de compuestos antioxidantes que son capaces de contrarrestar el efecto de

las ROS.

Bajo una variedad de condiciones patoldgicas, la tasa de produccién de las ROS
puede exceder a la capacidad antioxidante natural, conduciendo a estrés celular
en la que las concentraciones elevadas de las ROS pueden alterar las moléculas
funcionales y estructurales, y por lo tanto producir un dafo tisular (Vaziri et al.,

2003; Shimizu et al., 2005).

La especie reactiva de oxigeno primaria producida en el curso del metabolismo del
oxigeno es el anidn radical superoxido (0.° ), que es extremadamente reactivo y
altamente citotoxico. Las células cuenta con la capacidad de dismutar el O>* a un
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producto mucho menos reactivo, el perdxido de hidrogeno (H203), por una familia
de metaloenzimas conocidas como dismutasas de superéxido (SOD). Siendo, las
SOD la primer linea de defensa que poseen las células contra las lesiones

mediadas por las ROS (Vaziri et al., 2003).

Vaziri et al. (2003) encontraron que el deterioro progresivo de la funcion y la
estructura renal a partir de la reduccion de masa es mediado por una variedad de
mecanismos, entre los que se encuentran el estrés oxidante e inflamacion; el
primero se ha convertido en una caracteristica importante de la IRC. Esta
conclusién se basa en las siguientes observaciones: a) la concentracion
plasmatica de los productos de peroxidacion lipidica es notablemente elevada, lo
que indica una mayor interaccion de las ROS con las moléculas de lipidos en la
IRC (Vaziri et al.,, 2003), b) la IRC favorece la acumulacién de proteinas
glicosiladas y productos de peroxidacion lipidica apuntando a la modificacion de
moléculas de origen proteico por compuestos carbonilicos y lipoperoxidos
reactivos generados por las ROS (Vaziri et al., 2003) y c) estudios realizados por
Vaziri et al. (2003) en el modelo de IRC han demostrado una mayor inactivacion
y/o deficiencia de la 6xido nitrico sintasa mediada por las ROS, nitracién de
proteinas, una deficiencia o6xido nitrico (NO) e hipertensién arterial.
Recientemente, Kim y Vaziri (2010) encontraron que en tejidos de animales con
IRC la expresion y la actividad de las enzimas antioxidantes estan disminuidas; asi
como lipoproteinas de alta densidad en plasma y los tioles en su forma reducida

estan disminuidos en pacientes con insuficiencia renal.
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Por lo tanto el estrés por las ROS desempefian uno de los mecanismos principales
en la progresion del dafo renal (Cruz et al., 2007; Lim y Vaziri, 2004; Modlinger et
al., 2004; Romero et al., 1999; Vaziri et al., 1998,2003; Vaziri y Rodriguez-Ilturbe,
2006; Tain et al., 2007). En nuestro modelo de estudio de la Nx 5/6, el estrés
oxidante se origina por un aumento en la produccién de las ROS y una

disminucidn en la capacidad de las enzimas antioxidantes.

Hasta el momento, los datos disponibles sobre el efecto de la terapia antioxidante
en la progresion de la enfermedad renal son limitados. Se conoce que la
administracion de antioxidantes ampliamente utilizados como la vitamina E y la N-
acetilcisteina tienen efectos benéficos en las ratas con rifion remanente (Tain et
al., 2007; Shimizu et al., 2005). También, se encontré que la administracion de
superoxido dismutasa de origen biotecnolégico durante 2 semanas mejora la
presion arterial, sin alterar la funcion renal en ratas con Nx 5/6 (Vaziri et al., 2003).
Tain et al. (2007) encontraron una reduccion significativa de glomeruloesclerosis
pero no de la depuracién de creatinina o proteinuria debido a la administracién de
suplementos como la vitamina E durante 15 semanas en ratas después de la Nx
5/6. Van den Branden et al. (1997) y Hahn et al. (1999) describieron hallazgos
similares y en los cuales se encontrd, adicionalmente, que la administracion de
vitamina E (de 11 a 16 semanas durante la Nx 5/6) indujo un incremento en la
actividad enzimatica de glutatiéon peroxidasa (GPx) y de la SOD y una disminucion
en la producciéon del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) que es
una citocina pro-fibrogénica involucrada en el proceso de inflamacion y del dafo

tisular (Klahr y Morrissey, 2003).
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3.3 CURCUMINA

La curcumina (diferuloilmetano, Figura 1), un polifenol, es el principio activo de la
planta perenne Curcuma longa (comunmente conocida como curcuma). Dentro de
la fraccion de la pigmentacion amarilla de la carcuma contiene curcuminoides, que
estan quimicamente relacionados con su principal ingrediente, la curcumina (Goel

et al., 2008).

HsCO:@/\)WA@[OCHs
HO OH
Figura 1. Estructura quimica de la curcumina.

Los curcuminoides presentes principalmente en la curcuma son: la
demetoxicurcumina, la bisdemetoxicurcumina y la ciclocurcumina (Goel et al.,
2008). Estas moléculas se encuentran presentes del 3-5% en la curcuma. Los
principales componentes de la curcumina comercial son: curcumina (~77%),

demetoxicurcumina (~17%) y bisdemetoxicurcumina (~3%) (Figura 2).

(0] (0]
i M/ e
HO OH
R R,
Curcumina OCH; OCH;
Demetoxicurcumina H OCH;
Bisdemetoxicurcumina H H

Figura 2. Curcuminoides presentes en la curcuma. Donde R4 y R, representan a
los grupos sustituyentes en la estructura quimica.
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La curcumina se cultiva principalmente en la India, el sudeste asiatico, China, y en
regiones tropicales; esta planta también es comun en otras partes del mundo y es
reconocida por diferentes nombres como: azafran de la India, jengibre amarillo,
raiz amarilla, Kacha haldi, Ukon 6 amarillo natural 3. Inicialmente, la curcumina se
aislé por primera vez en 1815, se obtuvo su forma cristalina en 1870, y finalmente
se identific6 como 1,6-hepta-dieno-3,5-dieno-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
(1E,6E) o diferuloilmetano. En 1910 Lampe confirmé y sintetizé la estructura del

feruloilmetano componente de la curcumina (Goel et al., 2008).

La curcumina es un polvo amarillo-naranja que es insoluble en agua y éter, pero
soluble en etanol, dimetilsulféxido (DMSO) y acetona. La curcumina tiene un punto
de fusion de 183°C, una formula molecular de C,1H200¢ y una masa molecular de
386.37 g/mol. También tiene una tonalidad amarillo brillante a pH 2.5-7 y rojo a
pH>7. La curcumina existe en la forma endlica y p-dicetona. El hecho que esta
molécula en solucién esté en su forma endlica principalmente, tiene como
beneficio importante la capacidad de atrapar radicales libres. La curcumina es
estable a pH acido pero inestable a pH basico o neutro, bajo estas condiciones es
degradado a acido ferulico y ferulometano; aunque el mecanismo exacto de
degradacion aun no se conoce, parece ser que oOcurre por un mecanismo
oxidante, ya que la presencia de acido ascorbico, N-acetilcisteina o glutation
previene completamente su degradacion a pH 7.4 (Goel et al., 2008; Maheshwari

et al., 2006; Mesa et al., 2000).

Tonneses y Karlsen (1985) y Mesa et al. (2000) han descrito que este compuesto
es estable en el estbmago (pH 1-2) y en el intestino delgado (pH 6.5), debido a
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que su degradacion es extremadamente lenta a pH entre 1y 7; su elevada lipofilia
le permite una rapida absorcion gastrointestinal por difusion pasiva y tras su
administracion se excreta principalmente por la bilis, las heces y por la orina, por lo

que la administracion via orogastrica no representaria ningun problema.

La curcumina, exhibe una notable actividad antioxidante comparable a la vitamina
C y vitamina E (Toda et al., 1985); tiene la capacidad de ser un potente
neutralizador y/o eliminar una variedad de ROS (Zhao et al., 1989; Priyadarsini,
1997) incluyendo oxigeno singulete ('0.) (Rao et al., 1995), O°~ (Sreejayan y Rao,
1996), radical hidroxilo (OH®) (Parshad et al., 1998; Reddy y Lokesh, 1994),
diéxido de nitrégeno (Unnikrishnan y Rao, 1992,1995) y NO (Sreejayan y Rao,
1997). Estas evidencias demuestran que la curcumina es un antioxidante directo.
En estudios en modelos in vivo e in vitro se ha demostrado que la curcumina
inhibe la peroxidacién de lipidos (Reddy y Lokesh, 1992; Sreejayan y Rao, 1994):
a) Cohly et al. (1998) demostraron que hay proteccion de células renales (LLC-
PK1) del dafio celular oxidante por inhibicion de la degradacién lipidica,
peroxidacion lipidica y citdlisis, b) en células endoteliales vasculares se previno el
dafio oxidante por un incremento en la induccién de la hemo oxigenasa-1 (HO-1)
(Motterlini et al., 2000) y c) en un modelo felino se reportd una disminucién de
malondialdehido (MDA) en corazones sometidos a isquemia por 4 horas (Dikshit et

al., 1995).

En humanos se ha descrito que la curcumina reduce la inflamacion y la artritis
reumatoide (Doedhar et al., 1980) inhibiendo la lipoperoxidaciéon y disminuyendo la
generacion de ROS en diversos tejidos como musculo, colon y pulmén (Sreejayan
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y Rao, 1994). De forma muy interesante, se ha demostrado que el metabolito de la
curcumina, la tetrahidrocurcumina, también inhibe la peroxidacion lipidica en
microsomas hepaticos y en membranas de eritrocito (Osawa et al., 1995;

Sugiyama et al., 1996).

La actividad antioxidante directa de la curcumina es atribuida segun a los grupos
hidroxilo (Figura 1) presentes en los fenoles (Sharma, 1976) de esta molécula, lo
cual se corroboro en otros estudios (Ligeret et al., 2004; Venkatesan y Rao, 2000)
donde, ademas, se describié que la presencia del grupo metoxilo en posicion orto

al grupo OH, favorecen la actividad antioxidante de la curcumina.

Dinkova-Kostova y Talalay (2008) describieron a la curcumina como un
antioxidante bifuncional debido a sus efectos antioxidantes directos e indirectos.
Esta ultima propiedad se define por su capacidad de inducir la expresion de
diversas proteinas citoprotectoras como catalasa (CAT), glutatiéon reductasa (GR)
y NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1) a través de Ila via

Keap1/Nrf2/ARE.

Se ha demostrado que el efecto neuroprotector de curcumina es mediado por la
expresion de la enzima HO-1 en cerebro que a su vez es inducida por la via
Keap1/Nrf2/ARE (Chenhui et al., 2009). En el rindbn también se ha encontrado que
la curcumina induce la actividad de las enzimas CAT, GR, GPx, glutation-S-
transferasa (GST) y NQO1 (Igbal et al., 2003). Los datos previos sugieren que la
curcumina es capaz de inducir la expresion y la actividad de diferentes enzimas

citoprotectoras al actuar como un antioxidante indirecto por medio del factor de
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transcripcion Nrf2.

Hasta el momento no se ha determinado si la curcumina tienen la capacidad de
disminuir el estrés oxidante en modelos de dafo renal progresivo. Por lo que el
presente trabajo plantea estudiar el efecto de la curcumina sobre la progresién del
dafio renal en ratas por Nx 5/6 bajo la hipotesis de que la capacidad antioxidante
bifuncional de la curcumina protegera del estrés oxidante, ejerciendo un efecto

renoprotector en el modelo de progresion de dafio renal por Nx 5/6.

La proteccion por parte de la curcumina sobre la Nx 5/6 se espera que ocurra de
dos formas: a) actuando como antioxidante directo, neutralizando las ROS
originadas en la Nx 5/6 y b) tal vez actuando como un antioxidante indirecto,
induciendo las enzimas de la fase 2. Aunque este trabajo no tiene como objetivo
evaluar si hay induccion de las enzimas citoprotectoras de la fase 2 por la
administracion de curcumina, seria muy util estudiar si las enzimas presentes son

funcionales.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la administracion orogastrica de la curcumina sobre la
progresion del dafio renal, la hipertension y el estrés oxidante en ratas con IRC

inducida por Nx 5/6.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

(a) Determinar la presion arterial sistdlica (PAS) de las ratas en condiciones
basales, a los 15 dias y 30 dias después de la Nx 5/6, como un indicador de la
progresion del dafio renal.

(b) Determinar el nivel de proteinas en la excrecion urinaria de 24 horas
(proteinuria) en condiciones basales y cada 15 dias hasta el final del
tratamiento después de la Nx 5/6, como un indicador de la progresion del dano
renal.

(c) Cuantificar los niveles de la creatinina y nitrégeno de urea en plasma (BUN) al
final del tratamiento, como indicador de la funcion renal.

(d) Determinar la concentracion del malondialdehido (MDA) y del 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE) en el tejido renal, como marcador de dano por
lipoperoxidacion.

(e) Determinar en los rifones de las ratas al final del tratamiento la actividad de
las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GST, GPx y GR. Como indicadores de

la respuesta al estrés oxidante.

23



5. HIPOTESIS

Evaluar si la curcumina ejerce un efecto renoprotector y antihipertensivo en el
modelo de la IRC por Nx 5/6 y si este efecto esta asociado a una disminucion del

estrés oxidante.
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6. MATERIALES

6.1 REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS

Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA): curcumina (Cat No. C1386), carboximetilcelulosa (CMC, Cat No. C9481),
glutation reducido (GSH, Cat No. G4251), glutation oxidado (GSSG, Cat No.
G9027), xantina (Cat No. X7375), nitroazul de tetrazolio (NBT, Cat No. N-6876),
albumina sérica bovina (ASB, Cat No. A4503), nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH, Cat No. N-1630), GR (Cat No. G-4751), GST (Cat No. G-6511),
xantina oxidasa (XO, Cat No. X-4500), 1-metil-2-fenilindol (1M2F, Cat No.
404888), tetrametoxipropano (TMPO, Cat No. 108383), cloruro de hierro (lll)
(FeCls, Cat No. 236489), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB, Cat No. 138630),
bicarbonato de sodio (NaHCOs3;, Cat No. 90421C), cloruro de sodio (NaCl, Cat No.

S-7653), etanol (Cat No. 459844) y acetato de etilo (Cat No. 270989).

Los siguientes reactivos se compraron de J. T. Baker (México, D.F.): acido
tricloroacético (TCA, Cat No. 0414-04), fosfato de potasio monobasico (KH2POy,
Cat No. 3246-01), fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,4, Cat No. 3828-05), metanol
absoluto (CH3OH, Cat No. 909603), acido -etilendiaminotetracético disddico
(EDTA-Nay, Cat No. 8993), sulfato de amonio ((NH4)>SO4, Cat No. 34782), cloruro
de cobre (Il) dihidratado (CuCl,*2H,0, Cat No. 0097), acetonitrilo (CH3CN, Cat No.
9255), acido clorhidrico concentrado (HCI, Cat No. 6081), acido metanesulfonico

concentrado (CH3SO3H, Cat No. P684-07).
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De la compania Merck, se utilizé la azida de sodio (NaNs, Cat No. 822335. El H,0,
(Cat No. 5240) y el carbonato de sodio (Na,CO;, Cat No. 3598-01) que se
utilizaron fueron de la empresa Mallinckrodt Specialty (Paris, Kentucky). Todos los

reactivos fueron grado analitico.

Para realizar las mediciones espectrofotométricas se usé un espectrofotometro

Beckman Coulter, modelo DU640.
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7. METODOLOGIA

7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se estudiaron ratas macho de la cepa Wistar del bioterio del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, con un peso corporal entre 280-300 g. Al llegar al

laboratorio se procedio a dividir a las ratas en los siguientes grupos:

Grupo 1. Ratas con cirugia simulada + vehiculo (Sim + vehiculo), 4 semanas de

evolucion.

Grupo 2. Ratas con cirugia simulada + 60 mg curcumina/kg de rata/dia (Sim + 60

mg curcumina), 4 semanas de evolucion.

Grupo 3. Ratas con Nx 5/6 + vehiculo (Nx 5/6 + vehiculo), 4 semanas de

evolucion.

Grupo 4. Ratas con Nx 5/6 + 60 mg/kg de rata/dia (Nx 5/6 + 60 mg curcumina), 4

semanas de evolucion.

Se puede observar en el esquema de la Figura 3, los 4 grupos del protocolo y el
compuesto que se utilizé en cada uno de ellos, donde la curcumina y/o vehiculo
(CMC al 0.5%) se administraron via orogastrica (Kuhad et al., 2007) a las dosis
descritas anteriormente iniciando 1 semana antes de la Nx 5/6 o de la cirugia
simulada, y a lo largo de los 30 dias después del procedimiento quirurgico. La
curcumina administrada por via orogastrica se resuspendi® en CMC a la

concentracion de 0.5%. Al finalizar el estudio se obtuvo una poblacién de 6 ratas
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por cada grupo. La PAS vy la proteinuria se determinaron al inicio del estudio y
cada 2 semanas. Al final del tratamiento se sacrificaron a los animales y se
obtuvieron muestras de plasma para la determinar creatinina y el BUN, y
finalmente se obtuvieron los rifiones para evaluar el estrés oxidante y la actividad

de las enzimas antioxidantes planteados en los objetivos.

Los procedimientos experimentales que se desarrollaron estuvieron apegados a
los lineamientos del Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez” y a la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Qx de la
Nx 5/6
1/6 de la
funcién renal
Eliminacion del
rifidn derecho <
PAS Ligarde 2 a 3 PAS PAS
Uprot arterias renales Uprot Uprot

00..0.0000000’
nlo-co'o.-o*
o.c.-ooc.uooo’

Grupo 4. Nx 5/6 + curcumina (60 mg/kg/dia)

-7 0 15 30
Dias

Figura 3. Representacion esquematica del disefio experimental. Donde PAS: es la
determinacién de la presion arterial sistdlica en los diferentes periodos, Uprot: es
la cuantificacion de la excrecidon urinaria de proteinas de 24 h en los diferentes
periodos y Qx: es el procedimiento quirdrgico para realizar la nefrectomia 5/6.

28



7.2 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Mediante anestesia general con pentobarbital sédico (60 mg/kg), se efectud la
ablacion renal subtotal en un sélo procedimiento quirurgico; donde se removio el
rindn derecho y se efectud un infarto selectivo del rindn izquierdo mediante la
ligadura de 2 a 3 ramas de la arteria renal, dejando aproximadamente una sexta
parte de tejido renal funcional (Tapia et al.,, 1990, 2003). Las ratas con cirugia
simulada o Sim se sometieron a un procedimiento similar, pero solamente se

manipularan los rifiones y el pediculo renal sin ligar las arterias.

7.3 MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Se determind la presion arterial sistolica mediante un sistema no invasivo en ratas
no anestesiadas, colocadas en una jaula de restriccion, previa aclimatacion a 40°C
durante 10 minutos para mantener un flujo sanguineo constante. Mediante
pletismografia con un manguillo colocado en la cola de la rata y acoplado a un

poligrafo (Kent Scientific Corporation) se determino la PAS.

7.4 MEDICION DE LA EXCRECION URINARIA DE PROTEINAS

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas con agua y se recolecto la orina
durante 24 h. Para la determinacion de las proteinas totales en la orina se utilizo el
método turbidimétrico de Henry et al. (1956) utilizando TCA al 12.5% como agente

precipitante.
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7.5 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg de rata). Se obtuvo
sangre mediante la puncién de la arteria aorta abdominal usando una jeringa con
el anticoagulante heparina. El plasma se obtuvo mediante centrifugacion a 2,100 x

g durante 10 minutos.

Finalmente, se retiraron los rifiones con el 100% de la masa renal funcional o el
rindn con 1/6 de la masa renal funcional y se colocaron en solucién salina (0.9%
de NaCl) a 4°C. Los rifiones se rebanaron, se congelaron con nitrégeno liquido y

se almacenaron a -80°C para estudios posteriores.

7.6 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

7.6.1 Homogenados de riidn para la determinaciéon MDA y 4-HNE. El
tejido se homogenizé en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7.4 en una
dilucion 1:10 peso/volumen (p/v), el amortiguador contenia ademas
butilhidroxitolueno (BHT) 0.5 M en acetonitrilo. Las muestras se
centrifugaron a 3,000 x g por a 4°C por 10 min. El homogenado se guardé a
-80°C hasta las determinaciones bioquimicas correspondientes. Se midio el
contenido de proteinas en el homogenado por el método de Lowry et al.

(1951).

7.6.2 Homogenados de riiidn para la determinacion de GST. Se

prepararon diluciones 1:10 (p/v) en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4,
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se centrifugaron a 10,500 x g a 4°C por 20 min para obtener el

sobrenadante el cual se almacend a -80°C hasta la determinacion de GST.

7.6.3 Homogenados de rifion para la determinacion de la actividad
enzimatica de la CAT, GR, GPx y SOD. Se obtuvieron homogenados
mezclando 1:10 (p/v) en amortiguador de fosfatos 50 mM con tritén al 0.1%,
se centrifugd a 3,000 x g a 4°C por 1 h para obtener el sobrenadante el cual

se almacend a -80°C hasta la determinacién de la actividad enzimatica.
7.7 DETERMINACION DE CREATININA Y DE BUN

Fundamento: Creatinina en plasma. La determinacion de creatinina en plasma
se realizé mediante un ensayo colorimétrico basado en la reaccién de Jaffé; ésta
reaccion consiste en la formacién de un complejo colorido picrato-creatinina en
medio alcalino el cual se puede medir a una Ade 492 nm (Figura 4). Los

resultados se expresaron como mg de creatinina/dL.

OF" O,N NO,

H3C\N/»;O A NG 0
S ’
HN/ H HO T/ NH
NO, N
NO, HyC” \\<
NH

Creatinina ]
Acido picrico
Complejo picrato-creatinina

Figura 4. Reaccion de Jaffé. La creatinina reacciona con el acido picrico en medio
alcalino para producir el complejo colorido picrato-creatinina que se puede medir a
una A de 492 nm.
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Fundamento: BUN en plasma. La concentracion de BUN se determiné mediante
un ensayo colorimétrico. Este ensayo es una adaptacion de la reaccidén propuesta
por Jung et al. (1975), que consiste en la formacion en medio acido de un
complejo colorido ortoftaldehido-urea que absorbe a una A de 510 nm (Figura 5).

Los resultados se expresaron en mg/dL.

H' ' +
CHO ANY NNL
(;I HN_ NH, —> I>=0 =T |,>0
+ 2 2 +
Y % %

Ortoftaldehido Urea Complejo de ortoftaldehido-urea

Figura 5. Reacciéon de formacion del complejo ortoftaldehido-urea. El ortofaldehido
reacciona con la urea en medio acido para producir el complejo colorido
ortofaldehido-urea que se puede medir a una A de 510 nm.

7.8 DETERMINACION DE MDA Y DE 4-HNE

Fundamento: El MDA y el 4-HNE (Figura 6) son importantes productos toxicos de
la peroxidacion de lipidos. La determinacion de estos aldehidos se ha usado
ampliamente como un indicador de la oxidacion de lipidos in vitro e in vivo. Bajo
condiciones de acidez y baja temperatura, el 1M2F reacciona con el MDA y con el
4-HNE y se produce un cromoéforo estable que presenta una A maxima de
absorbencia a 586 nm. El uso de acido metanesulfénico optimiza el rendimiento

del cromoforo producido a partir del MDA y del 4-HNE.

Metodologia: Se prepard la mezcla de reaccion; al tubo blanco se le afadio
amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.4, solucion de 1M2F 154 mM en

acetonitrilo: metanol (3:1) y acido metanesulfénico con Fe (lll); a los tubos
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estandares se les afadi6 a cada uno TMPO, solucion de 1M2F 15.4 mM en
acetonitrilo: metanol (3:1) y acido metanesulfénico con Fe (lll); al tubo muestra se
le anadié aproximadamente 1 mg de proteina de la muestra del tejido renal,
solucion de 1M2F 15.4 mM en acetonitrilo: metanol (3:1) y acido metanesulfénico.
Al tubo blanco de la muestra se le afadid aproximadamente 1 mg de proteina de
la muestra del tejido renal, acido metanesulfénico con Fe (lll) y solucion de
acetonitrilo:metanol (3:1). Una vez realizada la mezcla de reaccion se incubd 40
minutos a 45°C, se centrifugd a 3,000 x g durante 5 min. Finalmente, se determiné
la densidad optica (DO) en un espectrofotdmetro a una A de 586 nm y se extrapolé

con la curva estandar de TMPO.

OH

PN H

(a) (b)
Figura 6. Estructura quimica del MDA (a) y del 4-HNE (b).

7.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CAT

Fundamento: La CAT es una hemoproteina tetramérica con un peso molecular de
240 kDa. En tejidos de mamiferos, esta presente en altas concentraciones en
higado, rindn y en bajos niveles en tejido conectivo. La técnica para determinar la
actividad de esta enzima se basa en una disminucion de absorbencia a una A de
240 nm, debido a la degradacién del H,O, por la CAT que se encuentra presente
en la muestra a evaluar de acuerdo al método de Aebi (1984). Se lee la

absorbencia a una A de 240 nm cada 15 s durante 30 s, debido a que es el
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periodo en el que la descomposicién de H,O, sigue una cinética de primer orden.

Metodologia: Se tomaron 25 ulL de una dilucién 1:30 del sobrenadante renal y se
le agregaron 725 uL de H,O, 30 mM, se agité y se midié la absorbencia a una A de
240 nm. El espectrofotometro se calibr6 a la misma longitud de onda con

amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 7.0.

7.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA SOD TOTAL

Fundamento: Las SOD son metaloenzimas que dismutan el O,*° en oxigeno
molecular y H,O,. La actividad de la SOD se mide por su capacidad que posee
esta enzima de inhibir la reduccion del NBT por los O,* generados por el sistema

de la xantina-XO como lo describe Oberley et al. (1984).

Metodologia: Se verifico que el sistema generador de O,* funcionara mezclando
amortiguador, XO y mezcla de reaccién (xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT
30.6 uM, albumina 0.006% y Na,CO3). Se incub6 a 27°C durante 15 min, después
se le agreg6 CuCl, 0.8 mM y se midié a una A de 560 nm. Una vez constatado que
el funcionamiento del sistema se procedié hacer el ensayo con las muestras; estas
se prepararon por duplicado (mezcla de reacciéon, muestra y XO) y un blanco de la
misma (mezcla de reaccidon, muestra y amortiguador). Ademas de los tubos
correspondientes para las muestras se consideraron 4 tubos adicionales 2 al
principio de la serie y 2 al final; los cuales contienen mezcla de reaccion,
amortiguador y XO. Esto corresponde al 100% de reduccion de NBT en los que no

hay SOD que impida la reduccion de este compuesto.
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Se adiciond la mezcla de reaccién, se incubd a 27°C y se empez6 la reaccion al
agregar XO, amortiguador de fosfatos y/o muestra segun fuera el caso, y al final
se le agrego el CuCl, para detener la reaccion. El tiempo total de incubacién fue de
15 minutos. Se calibré el espectrofotometro con la mezcla de reaccion a una A de

560 nm y las muestras se cuantificaron.

7.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GPX

Fundamento: La GPx cataliza la descomposicion del H,O, o de otros perdxidos
organicos a H,O con la concomitante oxidacion del GSH el que se transforma en
GSSG. ElI GSSG es, a su vez, reducido a GSH por la GR en presencia de NADPH
formando un ciclo redox, impidiendo que se agoten las reservas de GSH en la
célula. La actividad de la GPx se midi6 de manera indirecta por una reaccion
acoplada con GR y se basa en la disminucién de la absorbencia a una A de 340
nm debido a la desaparicion de NADPH. La GPx, al reducir los hidroperdxidos,
consume el GSH, el cual es regenerado por la GR a partir de GSSG, proceso

donde se consume NADPH.

Metodologia: Se prepard la mezcla de reaccién la cual contenia: EDTA (1 mM),
azida de sodio (1 mM), NADPH (0.2 mM), GSH (1 mM), GR (1 U/mL) y
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0, la cual se almacené a 4°C durante todo el

ensayo.

Se prepard un tubo inespecifico (blanco) que contenia mezcla de reaccion y
amortiguador, los tubos con muestra contenian wuna dilucion 1:10
volumen/volumen (v/v) del homogenizado (30 uL de muestra + 270 ulL de
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amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0) y la mezcla de reaccién. Se incubaron 5

min a temperatura ambiente.

Después de los 5 min de incubacion se adicion6 H,O, 1.25 mM, se agité y se
midié la absorbencia a una A de 340 nm cada minuto durante tres minutos. El

espectrofotometro se calibré con amortiguador de fosfatos.

7.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GR

Fundamento: La GR es una enzima que requiere NADPH y que cataliza la
conversion de GSSG a GSH. Esta enzima es esencial para mantener el ciclo
redox del GSH debido a que mantiene los niveles fisiolégicos de GSH, el cual sirve
como un antioxidante endoégeno al reaccionar con radicales libres y peroxidos
organicos; ademas es sustrato de la GPx y de la GST durante la detoxificacion
celular. Se siguié el método de Calberg y Mannervik, (1975), en el cual se evalua

la desaparicion de NADPH a una A de 340 nm.

Metodologia: Se preparé una mezcla de reaccion con GSSG 1.25 mM, EDTA 0.5
mM, NADPH 0.1 mM y amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.6. La reaccion se
inicid6 agregando el homogenado (diluido 1:5 con amortiguador de fosfatos 100

mM pH 7.6) a la mezcla de reaccion.

Se agité y la absorbencia se midid6 a una A de 340 nm cada minuto durante 3

minutos. El equipo se calibré con amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.6.
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7.13 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GST

Fundamento: Las GST juegan un papel fisiolégico en la iniciacion de la
detoxificacion de potentes agentes alquilantes, incluyendo compuestos
farmacolégicos activos. Estas enzimas transfieren el grupo (-SH) del GSH a los
compuestos mencionados anteriormente, neutralizando sus sitios activos, y
haciendo a los productos mas solubles. Los conjugados del GSH se metabolizan
mas eficientemente por la adhesion de los residuos de glutamato y glicina, seguida
de la acetilacién del grupo amino libre del residuo de cisteina, para producir
finalmente acido mercapturico. Estos, es decir, los derivados S-alquilados de N-
acetilcisteina, son excretados con mayor facilidad (Habig et al., 1974). La actividad
de la GST se cuantifica mediante la medicion de la conjugacién de CDNB con el
GSH, el cual es reducido en dicha reaccion. La conjugacion se evidencia por un
aumento en la absorbencia a una A de 340 nm. La tasa de aumento del CDNB-

GSH es directamente proporcional a la actividad de la GST en la muestra.

Metodologia: Se inicid la reaccién enzimatica al poner en contacto la mezcla de
reaccion (amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 6.5, GSH 0.1 M y CDNB 0.02 M)
con el homogenado de la muestra. Se midi6é la absorbencia a una A de 340 nm
cada minuto durante 3 minutos. El espectrofotometro se calibré con mezcla de

reaccion y H,O en lugar de muestra.

37



8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism version 4
(GraphPad Software Inc.) usando la prueba de ANOVA de una via seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. Los resultados se expresaron
como media + error estandar de la media. Las diferencias se consideraron

significativas con valores de p<0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 EFECTO DE LA CURCUMINA SOBRE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

La dosis administrada de curcumina contrarrestd el aumento de la presion arterial
sistélica en el grupo de Nx 5/6 + 60 mg de curcumina (grupo 4) con respecto al
grupo Nx 5/6 + vehiculo (Grupo 3) (Grafica 1). A los 15 dias, en el grupo 4 el
cambio en la presién no fue significativo con respecto al grupo Sim + vehiculo
(grupo 1), tampoco cuando se compara con el grupo 3, mientras que a los 30 dias
se observo diferencia significativa con respecto al grupo 1 y al grupo 3 (Grafica 1).
El grupo 1 y el grupo 2, que corresponden a los grupos simulados no presentaron
variaciones de la presion arterial sistolica durante todo el tratamiento. El grupo 3 y
4 desarrollaron hipertension desde los 15 dias (significativamente diferente en el
caso del grupo 3 con respecto al grupo 1) y hasta el final del experimento
(significativamente diferentes entre los grupos 3 y 4 con respecto al grupo 1),
aunque para el caso del grupo 4 este aumento de PAS fue menor con respecto al
grupo 3, como se puede observar en la grafica 1.

190~ * Grafica 1. Registro de Ila
% presion arterial sistélica (mm
Hg). Grupos: (l) Grupo 1. Sim
%% 4 + vehiculo, (A) Grupo 2. Sim +
60 mg curcumina, (V) Grupo 3.

Nx 5/6 + vehiculo, (®) Grupo 4.

4 H Nx 5/6 + 60 mg curcumina. Los

——— ‘! datos representan el promedio

+ SEM de 6 experimentos.

*p<0.001 vs Sim + vehiculo,

100 **p<0.01 vs Sim + vehiculo,

0 15 30 #g<o.oo1 vs Nx 5/6 + vehiculo y
#5<0.01 vs Nx 5/6 + vehiculo.

Presion arterial sistélica
(mm Hg)
S
(3, ]
| |

Tiempo (Dias)
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Con base a los datos anteriores podemos concluir que la administracion de la
curcumina a la dosis de 60 mg en ratas con IRC debido a la Nx 5/6 disminuy6 la
hipertension de forma notable, desde los 15 dias y hasta el final del tratamiento

cuando se compara el grupo 4 con respecto al grupo 3.

9.2 EFECTO DE LA CURCUMINA SOBRE LA EXCRECION URINARIA DE

PROTEINAS

En la grafica 2 se observa que la proteinuria en el grupo 1 no presento variaciones
significativas durante el tratamiento, al igual que en el grupo 2. La administracion
de la curcumina en el grupo 4 disminuy0 significativamente la excrecion urinaria de
proteinas a valores similares a los del grupo 1 durante los 30 dias de evolucion de
la Nx 5/6 (Grafica 2). En cuanto al grupo 3, al cual se le provocé IRC por Nx 5/6
presenté un aumentd de proteinuria (significativamente diferente frente al grupo 1)
a partir de los 15 dias (44.41 mg proteina/ 24 h vs 10.07 mg proteina/ 24 h) y
hasta el final del experimento (64.15 mg proteina/ 24 h vs 15.54 mg proteina/ 24 h)
como se observa en la grafica 2.

Grafica 2. Determinacién de
proteinuria. Grupos: ()
Grupo 1. Sim + vehiculo, (A)
Grupo 2. Sim + 60 mg
curcumina, (V) Grupo 3. Nx 5/6
+ vehiculo, (®) Grupo 4. Nx 5/6
+ 60 mg curcumina. Los datos
representan el promedio +
# SEM de 6 experimentos.
*p<0.001 vs Sim + vehiculo y
#p<0.001 vs Nx 5/6 + vehiculo.
Este método esta basado en
01 J ! Henry et al. (1956) con TCA al

0 ok 0 425%.
Tiempo (Dias)

(o]
o
| |

Proteinuria
(mg Proteina / 24 h)
=N
<
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Estos resultados demuestran que la administracion de la curcumina (60 mg/kg de
rata/dia) en el modelo de Nx 5/6 disminuye la presencia de proteinas en orina, por
lo tanto este antioxidante tiene un efecto positivo evitando la proteinuria en la IRC

originada por la Nx 5/6.

9.3 DETERMINACION DE LA CREATININA EN PLASMA

Como siguiente objetivo, fue determinar la funcion renal, y la creatinina es un
marcador de esta, debido a que esta molécula nitrogenada no proteica se filtra
libremente al glomérulo, pero no es excreta ni reabsorbida por los tubulos renales
y, ademas, no se elimina por otra via de excrecion. Por lo que un aumento en el

torrente sanguineo es un indicador de una disfuncion en el sistema renal.
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Grafica 3. Concentracion de creatinina en plasma a los 30 dias de evolucion
de la Nx 5/6. Grupos: (B) Grupo 1. Sim + vehiculo, (®) Grupo 2. Sim + 60 mg
curcumina, (M) Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo, (=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60 mg

curcumina. Los datos representan el promedio + SEM de 6 experimentos.
*p<0.001 vs Sim + vehiculo y *p<0.001 vs Nx 5/6 + vehiculo.
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En la grafica 3 podemos observar que la administracién de la curcumina a la dosis
de 60 mg/kg de rata/dia, en las ratas del grupo 4 presentan una disminucién en
los niveles de creatinina en plasma (1.033 + 0.059 mg/dL). Dicho grupo (Nx 5/6 +
60 mg de curcumina) presentd diferencias significativas con respecto al grupo 3
(1.658 £ 0.049 mg/dL) y al grupo 1 (0.523 £ 0.041 mg/dL); mientras que el grupo 2
presentoé valores similares de la creatinina en plasma (0.527 + 0.037 mg/dL) al del
grupo 1. A partir de esto, podemos observar que la administracion de curcumina
en el grupo 4 disminuye la concentracion de la creatinina en plasma, lo cual indica
que se previene el mal funcionamiento de los tubulos renales y por lo tanto la hay

un beneficio directo sobre la funcién renal.

9.4 DETERMINACION DEL BUN

El BUN en plasma al igual que la creatinina son basicamente productos de
desecho, por lo que la presencia de estos compuestos en altas concentraciones

en plasma indican que la funcion renal esta alterada.

Los niveles del BUN del grupo 4 tratado con curcumina (39.333 £ 3.169 mg/dL) no

+

son diferentes a los del grupo 1 (18.833 * 1.447 mg/dL) y disminuyeron
significativamente frente al grupo 3 (111.667 * 17.015 mg/dL), como se puede
observar en la grafica 4. EI mismo efecto se observa para el grupo 2 (22.667 +
3.412 mg/dL), donde no hay diferencia con respecto al grupo 1. En el caso del
grupo 3 hay un incremento del BUN en plasma (111.667 + 17.015 mg/dL) a los 30
dias de evolucion en las ratas con IRC originada por Nx 5/6, y por lo tanto una

alteracion de la funcion renal. Por otro lado se puede decir que la administracion
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de la curcumina (60 mg/kg de rata/dia) presenta un efecto renoprotector frente a la
IRC originada por la Nx 5/6 (grupo 3) debido a la disminucion en la liberacion del

BUN en plasma.

Grafica 4. Concentracion de nitrégeno ureico en plasma (BUN) a los 30 dias
de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (B) Grupo 1. Sim + vehiculo, (®) Grupo 2.

Sim + 60 mg Curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo, (=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60
mg curcumina. Los datos regresentan el promedio + SEM de 6 experimentos.
*p<0.001 vs Sim + vehiculo y "p<0.001 vs Nx 5/6 + vehiculo.

9.5 DETERMINACION DEL MDA Y DEL 4-HNE

El MDAy el 4-HNE son productos toxicos generados de la peroxidacion de lipidos,
por lo que la concentracion elevada de estas moléculas en la célula son un
indicador del estrés oxidante en donde se encuentran estos compuestos.

En la grafica 5 se observa un nivel mas alto y significativamente diferente del MDA
y del 4-HNE en los rifiones del grupo 3 (0.200 £ 0.023 nmol/mg de proteina)
respecto a los rifiones del grupo 1 (0.150 £ 0.019 nmol/mg de proteina). Los

valores de las ratas tratadas con 60 mg de curcumina/kg de rata/dia del grupo 4

43



dieron el siguiente resultado: 0.130 + 0.011 nmol/mg de proteina, estos datos son
significativamente diferentes respecto a los valores del grupo 3 (0.200 + 0.023
nmol/mg de proteina) e iguales con respecto al grupo 1 (0.150 £ 0.019 nmol/mg de
proteina). En lo que respecta a los valores del grupo 2 se obtuvo un valor de 0.160
+ 0.008 nmol/mg de proteina el cual no es significativamente diferente respecto a
los valores del grupo 1 (0.150 £ 0.019 nmol/mg de proteina). Estos resultados
demuestran que la curcumina, en una dosis de 60 mg/kg de rata/dia, previene el
aumento del MDA y del 4-HNE causado por el dafio producido por la Nx 5/6. Este
dafo es originado principalmente como consecuencia en un incremento de las
ROS (como se puede ver en el aumento de la actividad enzimatica de la CAT,
SOD, etc. en presencia de curcumina), las cuales reaccionan con los lipidos

presentes en la célula para generar MDA y 4-HNE entre otros productos.
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Grafica 5. Concentracion del MDA y del 4-HNE en el rindn remanente a los 30
dias de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (B ) Grupo 1. Sim + vehiculo, (®) Grupo
2. Sim + 60 mg curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo, (=) Grupo 4. Nx 5/6 +

60 mg curcumina. Los datos representan el promedio + SEM de 6 experimentos.
***1n<0.05 vs Sim + vehiculo y #p<0.01 vs Nx 5/6 + vehiculo.
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9.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CAT

La CAT es una enzima que reduce el H,O, en H,O y O,. La determinacién
enzimatica a los 30 dias permitid observar la respuesta de esta enzima frente al

estrés oxidante generado por la Nx 5/6 en ratas.

En la grafica 6 se observa un claro descenso en la actividad enzimatica de la CAT
en los rinones del grupo 3 (0.171 £ 0.013 U/mg de proteina) con respecto a los
rinones del grupo 1 (0.279 + 0.010 U/mg de proteina). La actividad enzimatica en
los rifones nefrectomizados del grupo 4 presentan una recuperacion (0.285 +
0.020 U/mg de proteina) frente al grupo 3 (0.171 £ 0.013 U/mg de proteina) y

valores similares a los del grupo 1 (0.279 £ 0.01 U/mg de proteina).

Actividad de CAT
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Grafica 6. Actividad enzimatica de la CAT en el rindn remanente a los 30 dias
de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (8) Grupo 1. Sim + vehiculo, (®) Grupo 2.
Sim + 60 mg Curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo, (=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60

mg curcumina. Los datos regresentan el promedio + SEM de 6 experimentos.
*p<0.001 vs Sim + vehiculo y "p<0.001 vs Nx 5/6 + vehiculo.
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Para el caso del grupo 2 se observa un incremento en la actividad de la CAT
(0.319 + 0.022 U/mg de proteina) aunque no es diferente con respecto al grupo 1
(0.279 £ 0.010 U/mg de proteina). Esto demuestra que la administracion de
curcumina en la Nx 5/6 aumenta la actividad enzimatica de la CAT, lo que no
ocurre en ausencia de este antioxidante en el modelo experimental, sugiriendo

una posible induccion de la CAT y de otros genes de la fase Il.

9.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA SOD TOTAL

La SOD cataliza la dismutacion del O,*  (altamente citotoxico) en O, y H,O,, por lo
que es una importante defensa antioxidante frente a las ROS generadas por el
estrés oxidante. En la grafica 7 se observa un nivel mas bajo y significativamente
diferente de la actividad enzimatica de la SOD total en los rifiones remanentes del
grupo 3 (1.347 £ 0.049 U/mg de proteina) con respecto al grupo 1 (1.495 £ 0.030
U/mg de proteina). Los niveles del grupo 4, tratados con 60 mg de curcumina/kg
de rata/dia presentaron una actividad enzimatica de 1.488 + 0.0158 U/mg de
proteina, estos datos son significativamente diferentes respecto a los rifiones del
grupo 3 (1.347 + 0.049 U/mg de proteina) e iguales con respecto al grupo 1 (1.495
+ 0.030 U/mg de proteina). En lo que respecta a la actividad enzimatica de los
rinones del grupo 2 se obtuvo un resultado de 1.505 + 0.025 U/mg de proteina el
cual no es diferente significativamente respecto al grupo 1 (1.495 + 0.030 U/mg de
proteina). Esto demuestra, que la administracion de curcumina previno la
disminucién de la actividad enzimatica de la SOD en la IRC originada por la Nx

5/6.
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Grafica 7. Actividad enzimatica de superoxido dismutasa (SOD) en el rifidn
remanente a los 30 dias de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (O ) Grupo 1. Sim +

vehiculo, (®) Grupo 2. Sim + 60 mg curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo,

(=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60 mg curcumina. Los datos representan el promedio +
SEM de 6 experimentos. ***p<0.05 vs Sim + vehiculo y *#p<0.05 vs Nx 5/6 +
vehiculo.

9.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GPXx

La GPx cataliza la descomposicién del H,O, o de otros perdxidos organicos en
H>O, por lo que se le considera parte importante de la defensa que tiene la célula
para neutralizar las ROS generadas en la Nx 5/6. En la grafica 8 se observa que
la actividad enzimatica de la GPx del grupo 4 se mantuvo con la administracion via
orogastrica de la curcumina (60 mg/kg de rata/dia) en 0.319 + 0.008 U/mg de
proteina, debido a que presentd valores similares al grupo 1 (0.305 + 0.011 U/mg
de proteina) pero es significativamente diferente con respecto al grupo 3 (0.258 +
0.020 U/mg de proteina). Para el caso del grupo 2 presenté una mayor actividad
enzimatica (0.331 = 0.017 U/mg de proteina) con respecto al grupo 1, aunque

dicha diferencia no es significativa.
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Estos resultados demuestran que la administracion de curcumina aumenta la
actividad enzimatica de la GPx frente al dafio causado por Nx 5/6 (comparando el
grupo 4 vs grupo 3 de la grafica 8). Esto se debe a que en este modelo hay una
pérdida de la capacidad antioxidante por parte de la célula y un aumento en la

produccion de las ROS (ver grupo 3).
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Grafica 8. Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx) en el rifidn
remanente a los 30 dias de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (O ) Grupo 1. Sim +

vehiculo, (®) Grupo 2. Sim + 60 mg curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo,

(==) grupo 4. Nx 5/6 + 60 mg curcumina. Los datos representan el promedio + SEM
de 6 experimentos. ***p<0.05 vs Sim + vehiculo y #p<0.01 vs Nx 5/6 + vehiculo.

9.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GR

La GR es una enzima que requiere NADPH y que cataliza la conversion de GSSG
a GSH. Es esencial para mantener los niveles adecuados de GSH, el cual sirve
como un antioxidante enddgeno que reacciona con radicales libres y peroxidos
organicos, y también es sustrato de la GPx y de la GST durante la detoxificacion

celular. En la grafica 9 se puede observar que el grupo 2 tiene un aumento en la
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actividad enzimatica de 0.043 + 0.003 U/mg de proteina con respecto al grupo 1
(0.041 £ 0.001 U/mg de proteina), aunque dicho aumento no es significativo. Para
el caso del grupo 3 se observa un descenso significativo en la actividad enzimatica
(0.034 £+ 0.002 U/mg de proteina) con respecto al grupo 1. También se observa
diferencia significativa en la comparacién entre los grupos 3 y 4 (0.044 £ 0.002

U/mg de proteina), al cual se le administré curcumina después de la Nx 5/6.
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Grafica 9. Actividad enzimatica de glutation reductasa (GR) en el rifidn
remanente a los 30 dias de evolucion de la Nx 5/6. Grupos: (O ) Grupo 1. Sim +

vehiculo, (®) Grupo 2. Sim + 60 mg curcumina, () Grupo 3. Nx 5/6 + vehiculo,

(=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60 mg curcumina. Los datos representan el promedio +
SEM de 6 experimentos. **p<0.05 vs Sim + Vehiculo y ** p<0.05 vs Nx 5/6 +
vehiculo.

Observando estos resultados se puede decir, que la Nx 5/6 disminuye la actividad
enzimatica de GR debido al dafio causado por dicho modelo experimental y que la
administracion orogastrica de curcumina aumento la actividad de esta enzima ver

grupos 2 (en este caso, es extremadamente sugestivo que la curcumina induce a
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la GR) y 4. Sugiriendo que la GR regenera el GSH que reacciona con los radicales

libres presentes en la IRC.

9.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GST

La GST transfiere el grupo (-SH) del GST a potentes agentes alquilantes
incluyendo compuestos farmacolégicos activos, neutralizando asi sus sitios
activos, y haciendo los productos mas solubles para ser excretados. En la grafica
10 se observa que los niveles de la actividad enzimatica de la GST en los rifiones
del grupo 3 (3.208 £ 0.240 U/mg de proteina) presenta un descenso significativo
con respecto al grupo 1 (4.073 £ 0.108 U/mg de proteina). Mientras que el grupo 4
presenta un incremento en la actividad enzimatica (4.778 + 0.384 U/mg de
proteina) a valores iguales al grupo 1 y diferentes del grupo 3 (Nx 5/6 + vehiculo).
Por lo que la administracion de la curcumina aumento la actividad enzimatica de la
GST en la Nx 5/6. Para el caso del grupo 2 se observa un incremento en la
actividad de la GST (5.204 + 0.364 U/mg de proteina) con respecto al grupo 1,
dicho incremento en la actividad es significativo. Por lo que resaltan 2 puntos: a) la
presencia de curcumina en el modelo de Nx 5/6 previene la disminucién de la
actividad enzimatica de la GST y b) la administracion de curcumina en ratas sin Nx
5/6 aumenta significativamente la actividad enzimatica de la GST.

Por lo que el efecto de la curcumina sobre la Nx 5/6 no solo radica en su
capacidad directa de atrapar ROS directamente, sino que manifiesta un

incremento de la actividad enzimatica de la GST; lo cual sugiere el potencial
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bifuncional de la curcumina, como antioxidante directo e indirecto en nuestro

modelo estudiado.
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Grafica 10. Actividad enzimatica de la glutation-S-transferasa (GST). Grupos:
(©) Grupo 1. Sim + vehiculo, (®) Grupo 2. Sim + 60 mg curcumina, (Ill) Grupo 3.
Nx 5/6 + vehiculo, (=) Grupo 4. Nx 5/6 + 60 mg curcumina. Los datos representan
el promedio + SEM de 6 experimentos. ***p<0.05 vs Sim + Vehiculo, *p<0.001 vs
Nx 5/6 + vehiculo, y #p<0.01 vs Nx 5/6 + vehiculo.
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10. DISCUSION

En este trabajo se encontré que el tratamiento con curcumina (60 mg/kg de
rata/dia) atenud la hipertension, la proteinuria, la disfuncion renal, el estrés
oxidante (niveles de MDA y de 4-HNE) y favorecio el aumento de la actividad de

las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx, GR y GST durante la Nx 5/6.

La dosis empleada se selecciond de acuerdo a estudios realizados por Kuhad et
al. (2007) quienes emplearon 15, 30 y 60 mg de curcumina/kg de rata
administrada via oral durante 5 dias protegié de la nefrotoxicidad inducida por
cisplatino. Aunque también se ha reportado que 100 mg de curcumina/kg de rata
administrada via oral protege frente al dafio causado por cipermetrina (Sankar et
al. 2011), mientras que Farombi y Ekor (2006) reportaron proteccion renal con 200
mg del antioxidante/kg de rata administrada via oral durante 28 dias frente al dafio
originado por gentamicina. Por lo que existe una amplia gama de dosis utilizadas

de curcumina para la proteccion renal.

Por otra parte, se ha observado que la capacidad antioxidante de la curcumina es
responsable de la proteccién contra el dafo inducido por la Nx 5/6; y en los otros
modelos, ya que se ha demostrado que la curcumina es una molécula muy
reactiva frente a una variedad de las ROS como el O,* y OH® (Reddy y Lokesh,
1994) y radicales de nitrogeno (Sreejayan y Rao, 1997; Unnikrishnan y Rao,
1995). También, otro de los mecanismos que se han establecido para la
curcumina, es su capacidad de inducir la expresidn de enzimas citoprotectoras de

fase 2 al activar el factor transcripcional Nrf2 (Dinkova-Kostova y Talalay, 1999);

52



Nishinaka et al. (2007) demostraron que en células HepG2 tratadas con curcumina
se induce la expresion de GST P1, donde los niveles de ARNm de GST P1 se
incrementaron significativamente, lo que sugiere que el antioxidante tiene
funciones protectoras en estas células hepaticas por su capacidad de inducir las

enzimas citoprotectoras.

En estudios previos del modelo de Nx 5/6 se han descrito varias alteraciones,
entre las que se encuentran hipertension, proteinuria, estrés oxidante, inflamacion,
elevacion de productos de peroxidacion en plasma, disminucion de la capacidad
antioxidante por parte de la célula (Quiroz et al., 2008; Ghosh et al., 2009; Kim y
Vaziri, 2010; Varizi et al., 2003; Shimizu et al.,, 2005). En nuestro modelo, la
disfuncion renal se hizo evidente por la hipertension (grafica 1), la proteinuria
elevada (grafica 2), los niveles de creatinina y del BUN elevados en plasma
(grafica 3 y 4), asi como un aumento del 4-HNE y del MDA productos de la
lipoperoxidacién en el rindbn remanente (grafica 5), consecuencia de la Nx 5/6
(grupo 3), lo que validéo nuestro estudio. Importante es resaltar que la
administracion de 60 mg de curcumina evitdé el aumento de la PAS en el modelo
de Nx 5/6 (grafica 1). Por lo que el uso de este antioxidante en patologias
emergentes como la IRC, la diabetes y la hipertension podria llegar a ser una
alternativa para atenuar el aumento de la presion arterial en dichas enfermedades.
Es importante mencionar también que el estrés oxidante en IRC es causado por
una combinacion en la produccidén excesiva de ROS y pérdida de la capacidad
antioxidante endégena. Se ha descrito un aumento significativo en la produccion

de NAD(P)H oxidasa, que es una fuente importante de las ROS, esto sugiere un
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papel muy importante en el dafo sobre el riidn remanente y en el tejido

cardiovascular en ratas con Nx 5/6 (Quiroz et al., 2008).

Por otra parte se evaluo la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD total,
GPx, GR y GST y se encontré que la Nx 5/6 per se disminuy®6 la actividad de estas
enzimas (grupo 3). El efecto protector de la curcumina frente al estrés oxidante
inducido por Nx 5/6 encontrado en este trabajo, es evidente comparando con
estudios previos en los que se ha demostrado la capacidad de esta molécula para
interferir con procesos oxidantes como la lipoperoxidacién de las membranas
celulares (Sankat et al., 2011). Ademas, se observd que la actividad de las
enzimas antioxidantes evaluadas en el grupo 4 (Nx 5/6 + 60 mg de curcumina):
CAT (grafica 6), SOD total (grafica 7), GPx (grafica 8), GR (grafica 9) y GST
(grafica 10) se preservaron, lo que probablemente contribuyd a la proteccion de la

funcién renal y del estrés oxidante inducido por Nx 5/6.

El GSH es el antioxidante endégeno mas abundante en las células eucariéticas y
es un compuesto importante en la regulacion del estado redox de la célula; el GSH
mantiene el estado redox celular y afecta la sefalizacion redox, la proliferaciéon y la
muerte celular, el GSH también ejerce una potente accion antioxidante
directamente eliminando las ROS y sirviendo como sustrato en reacciones
catalizadas por una serie de enzimas antioxidantes como la GPx y la GST. Es
importante sefalar que la inhibicién selectiva de las enzimas del ciclo redox del
glutation aumenta la susceptibilidad a la lesién celular mediada por las ROS, y en
muchos estados patolégicos como la aterosclerosis, la diabetes, enfermedad

hepatica e infartos, dichas enfermedades estan asociados con niveles elevados de
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GSSG y niveles disminuidos de GSH (Vaziri et al., 2003). Aunque en nuestro
estudio no se cuantificd la cantidad de GSH en el tejido renal directamente, se
puede plantear la hipétesis de que la curcumina mantuvo los niveles de GSH en la
célula, donde el antioxidante administrado reaccion®é con los radicales libres
generados por la Nx 5/6 (grafica 5) y asi se evitd la disminucion del GSH, por lo
que esté antioxidante enddgeno se mantuvo constante como sustrato para las
enzimas GPx y GST (grafica 8 y 10). Las cuales tienen como funcion catalizar la
reduccion de H,O, a H,O y conjugar el GSH con electrofilos respectivamente, y de
esta manera eliminarlos y prevenir el efecto toxico de las ROS sobre las moléculas
funcionales y estructurales, y asi, el aumento en la actividad de estas enzimas
pudo haber contribuido al efecto renoprotector de la curcumina en el modelo de Nx

5/6.

En resumen, los hallazgos anteriores sugieren que la curcumina indujo la actividad
de las enzimas antioxidantes CAT, SOD total, GPx, GR y GST lo cual ayudo a
atenuar la disfuncioén renal, la hipertension y el estrés oxidante originados por la

Nx 5/6.

55



11. CONCLUSION

La curcumina, a una dosis de 60 mg/kg/dia, ejercid un efecto renoprotector y
antihipertensivo en la IRC originada por la Nx 5/6. La curcumina evité el aumento
de la presion arterial sistdlica, la proteinuria, la creatinina y el BUN en plasma que
se presentan en la Nx 5/6. Dicha proteccion se asocio con la prevencion del estrés
oxidante (medido como niveles de MDA y de 4-HNE) y e la disminucion de la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD total, GPx, GR y GST en el

rindn remanente.
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12. PERSPECTIVAS

Se ha planteado que la curcumina induce la expresion de enzimas antioxidantes
de la fase 2 de detoxificacion. Aunque en nuestro trabajo solo se evalud la
funcionalidad de estas enzimas y la actividad del antioxidante de forma directa,
logramos observar que la actividad de la GST fue significativamente superior en el
grupo 2 (donde solo se les administré curcumina) al grupo control y en la mayoria
de los casos hubo una tendencia de aumento para las demas pruebas de actividad
enzimatica lo que sugiere una posible induccion de las enzimas citoprotectoras, y
aun no se ha reportado hasta ahora si la curcumina induce dichas enzimas en el
modelo de Nx 5/6, por lo que, seria muy importante investigar si esta molécula
induce proteccion a través de la induccidon de las enzimas evaluadas y actuando
como antioxidante indirecto. Y por lo tanto asi aclarar si la actividad enzimatica
esta mediada por la induccién de nuevas enzimas o por el efecto directo que la

curcumina ejercié en la Nx 5/6.

También seria importante realizar estudios en pacientes con IRC para evaluar si
tiene la capacidad de disminuir la progresion o magnitud del dafio renal y algunas

alteraciones asociadas al estrés oxidante.
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