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ABREVIATURAS.

Abreviatura

Significado

1M2Fi 1-metil-2-fenilindol
4-HNE 4- hidroxinonenal
AAPH 2-2"-azobis(2-metilpropionamida) dicloruro
ABC Area bajo la curva
ANOVA Analisis de varianza
ARAI Antagonistas de los receptores de angiotensina
ARE Elementos de respuesta antioxidante
ASB Albumina sérica bovina
BHT Hidroxitolueno butilado
bZIP Cadena de leucinas
CAT Catalasa
CLIDDA Clinica de diagndstico automatizado
CONACyT Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CTRL Grupo control
CUR Grupo tratado con curcumina
Cu/Zn-SOD Superoxido dismutasa dependiente de cobre/zinc
C-DM Grupo control diabéticos
DC Grupo nefropatas diabéticos tratados con curcumina
DEM Desviacion estandar sobre la media
DM Diabetes mellitus
DMT2 Diabetes mellitus tipo Il
DNA Acido desoxirribonucleico
D.O. Densidad optica
DP Grupo nefropatas diabéticos con placebo
DPPH 2,2-difenilpicrilhidrazilo
DTNB 5,5'-Ditiobis-2 acido nitrobenzoico
EC-SOD Superoxido dismutasa extracelular




EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ELISA Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas
ERC Enfermedad renal cronica
ERO Especies reactivas del oxigeno
ERN Especies reactivas del nitrégeno
FAD Flavin adenina dinucleotido
GPx Glutatién peroxidasa
GR Glutation reductasa
GST Glutation-s-transferasa
GS-TNB Aducto glutation oxidado- acido 5-tionitrobenzoico
GSH/GSSG Glutation reducido/oxidado
HTA Hipertension arterial
HbA1c Hemoglobina glicosilada
HO-1 Hemo oxigenasa-1
HO,* Radical hidroperoxilo
HOMA-IR Modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia
en insulina
HRLALM Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos
HRP Peroxidasa del rabano
IC Insuficiencia cardiaca
IECA Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina |
IL-8 Interleucina 8
IMC indice de masa corporal
IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social
INCICh Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
Keap 1 Kelch-like ECH-associated protein 1
MDA Malondialdehido
Maf Fibrosarcoma aponeurético de musculo
Mn-SOD Superoxido dismutasa dependiente de manganeso




NADPH Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NBT Nitroazul de tetrazolio
NDC Grupo nefrépatas no diabéticos tratados con curcumina
NDGA Acido nordihidroguayarético
NDP Grupo nefropatas diabéticos con placebo
NEF Grupo nefropatas no diabéticos
NEF-DM Grupo nefropatia diabética
NF-kB Factor nuclear kappa B
NO* Oxido nitrico
NO,* Dioxido de nitrégeno
NO," Catién nitronio
NO* Cation nitrosilo
NO° Anion nitrosilo
NQO1 NADPH Quinona oxidorreductasa 1
Nrf2 (NFE2) Factor de transcripcién nuclear derivado de eritroide 2
NYHA Asociacion del corazén de Nueva York
0, Oxigeno singulete
0, Anion superéxido
O3 Ozono
OH°® Radical hidroxilo
ONOO’ Anidn peroxinitrito
ORAC Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
PAD Presion arterial diastolica
PAS Presion arterial sistolica
PBO Grupo con placebo
RO*® Radical alcoxilo
ROO* Radical peroxilo
ROONO’ Alquil peroxinitrato
SOD Superoxido dismutasa




SRAA Sistema renina angiotensina aldosterona

TFG-B Factor de crecimiento transformante beta
TMPO Tetrametoxipropano
TNB Acido 5-tionitrobenzoico
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
Tréolox® Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
VFG Velocidad de filtracién glomerular

XO Xantina oxidasa




RESUMEN:
La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud publica a nivel

mundial. Se caracteriza por el dafio estructural del rifidn y consecuentemente la
disminucién de la velocidad de filtracion glomerular que conlleva a la disfuncién
renal. Estd asociada a factores de riesgo tales como: hipertension arterial
sistémica, dislipidemia, obesidad, diabetes mellitus (DM), proteinuria >300 mg/dia,
estrés oxidante e inflamacion, entre otros; siendo la proteinuria el factor de riesgo
de mayor importancia para la progresiéon de la enfermedad renal. Actualmente el
tratamiento para la nefropatia proteinurica esta enfocada en el bloqueo del sistema
renina-angiotensina- aldosterona (SRAA) el cual atenua la progresién de la ERC,
sin embargo muchos pacientes progresan a ERC terminal y requieren terapia
sustitutiva de la funcion renal. En la literatura existen diversos estudios que
sustentan el uso de la curcumina como coadyuvante en el tratamiento de la ERC.
La curcumina esta presente en los extractos del rizoma de la planta Curcuma
longa L. y se ha demostrado que posee propiedades terapéuticas utiles para el
tratamiento de diversos padecimientos por su capacidad anti-inflamatoria y su
accion como antioxidante bifuncional, ya que puede reducir especies reactivas y
es capaz de inducir enzimas endogenas antioxidantes a travées de la via
Keap1/Nrf2/ARE. En este trabajo de investigacion se evalu6 el efecto de la
administracién oral de curcumina en pacientes con ERC sobre marcadores de
estrés oxidante, proteinuria y funcién renal como un posible tratamiento

secundario con el objetivo de atenuar la progresion de la enfermedad renal.

METODOLOGIA: Para evaluar el estado redox en los nefrépatas, se estratificaron
a los sujetos de estudio en 4 grupos: Individuos sanos no diabéticos no nefropatas
(CTRL), Diabéticos sin nefropatia (C-DM) con mas de 10 afios de evolucion de la
DM, Nefrépatas no diabéticos (NEF) y Nefropatas diabéticos (NEF-DM). Se
determinaron los valores basales de parametros bioquimicos y caracteristicas
antropométricas, la capacidad antioxidante por el método de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC) asi como por el método de atrapamiento del radical
2,2-difenilpicrilhidracilo (DPPH), las concentraciones de glutation (GSH) y glutation
disulfuro (GSSG), malondialdehido (MDA) y la actividad de las enzimas glutatiéon




reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y superoxido
dismutasa (SOD). De estos pacientes, se seleccionaron 98 individuos de la
primera etapa. Se tratd de un ensayo aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo. A los grupos de prueba se les administré 4 g de curcumina al dia dividido
en tres dosis con cada comida, durante 8 semanas. El grupo control recibid
placebo por el mismo tiempo. Se determinaron los marcadores de estrés oxidante,
la capacidad antioxidante y la actividad de enzimas antioxidantes al final de las 8
semanas. Los datos se analizaron con el programa Graph Pad 5.0 (Graph Pad,
San Diego, EUA) utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para
comparar entre el grupo placebo y curcumina al final del estudio. Para analizar la
variacion de los datos de cada grupo al inicio y al finalizar el tratamiento con

curcumina, se utilizé la prueba de Wilcoxon y una t-no paramétrica.

RESULTADOS: La curcumina administrada via oral en pacientes con nefropatia
de cualquier etiologia indujo de manera significativa la actividad de la enzima
glutation peroxidasa (GPx). Se encontré también que la concentracion de
malondialdehido (MDA) en plasma disminuyé de manera significativa en el grupo
de prueba respecto al grupo control. La administracion oral de curcumina no
presentd un efecto significativo en los ensayos de ORAC, DPPH, GSH, GR y

cuantificacion de Nrf2 en los grupos de estudio.

CONCLUSIONES: Los hallazgos sugieren que la administracion oral de 4 g al dia
de curcumina en pacientes con nefropatia proteinurica disminuye la concentracion
de MDA e induce la actividad de la enzima GPx en plasma. Bajo las condiciones
en las que se realizé el estudio (cantidad de curcumina administrada, tiempo y
control del tratamiento) la administracion de curcumina no modificé la proteinuria,

parametros bioquimicos o antropométricos evaluados.




I. ANTECEDENTES

1.1 Curcumina

1.1.1 Generalidades

La Curcuma longa L. es una planta de origen asiatico que pertenece a la familia de
las Zingiberaceas, cuyo rizoma es utilizado por sus propiedades organolépticas
como especia, por sus propiedades terapéuticas en la medicina tradicional asi

como colorante textil y alimenticio (Goel et al., 2008).

Entre los componentes del extracto de este rizoma se encuentran: carbohidratos
(4.7-8.2%), aceites esenciales (2.4-4.0%), acidos grasos (1.7-3.3%),
curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina) cuyo
contenido aproximado es de un 2.5%, aunque puede estar entre 2.5-5.0% del
peso seco y otros polipéptidos como la turmerina (0.1% del extracto seco)
(Srinivas et al., 1992).

La curcuma contiene tres diferentes curcuminoides: diferuloilmetano, también
llamada curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina (Fig.1); los cuales
son capaces de atrapar especies reactivas de oxigeno (ERO) en sistemas in vitro
(Aggarwal et al., 2007).
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Figura 1. Estructura de los curcuminoides aislados del rizoma de la planta Curcuma

longa L. a) curcumina o diferuloilmetano, b) demetoxicurcumina, c)

bisdemetoxicurcumina. Modificada de Truijillo et al. (2013).




1.1.2 Usos terapéuticos de la curcumina
El principal componente activo aislado de la planta Curcuma longa L. es la

curcumina. Esta molécula presenta diversos efectos terapéuticos contra diversos
padecimientos como cancer, pulmonares, neurologicos, hepaticos, metabdlicos,
autoinmunes, cardiovasculares gracias a sus propiedades antioxidantes y anti-

inflamatorias (Gupta et al., 2011).

La curcumina ha sido utilizada por mucho tiempo en paises orientales en la
medicina tradicional para el tratamiento de varios padecimientos comunes como
dolor de estomago, heridas en la piel, inflamacion, ulceras, artritis, infecciones y
disenteria (Goel et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que la curcumina puede
actuar como antiviral (Gonzalez-Reyes et al., 2013), antiparasitario (Reddy et al.,
2005) y fungicida (Kim et al., 2003). Diversos estudios in vivo sustentan que la
suplementacién oral con curcumina es efectiva para tratar diversas patologias,
tales como afecciones inflamatorias intestinales (Holt et al., 2005) y enfermedades

neurodegenerativas, hepaticas y renales (Trujillo et al., 2014).

Recientemente se ha evaluado a la curcumina como un tratamiento potencial para
prevenir y tratar la diabetes. En un estudio que se realizé durante 9 meses en una
poblacién pre-diabética de origen tailandés, se demostrd que la curcumina tiene la
capacidad de disminuir los niveles séricos de hemoglobina glicosilada (HbA1c),
disminuir la resistencia a la insulina evaluada mediante el indice HOMA-IR
(modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia en insulina) y desacelerar la
evolucion de la pre-diabetes a diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Chuengsamarn et
al., 2012). Por otro lado, se demostré que la suplementacién oral de curcumina en
pacientes con nefropatia de etiologia diabética es capaz de atenuar la proteinuria
y disminuir significativamente los niveles de interleucina 8 (IL-8) en plasma y orina
(Khajehdehi et al., 2011). Por otra parte, la curcumina tiene efectos benéficos en el
tratamiento de enfermedades del corazdn y relacionadas con el cancer (Rouse et
al., 2014).




1.1.3 Propiedades antioxidantes

Actualmente es bien reconocido que la curcumina posee capacidad antioxidante,
es decir, tiene la capacidad de prevenir, retardar o evitar el dafio causado por la
oxidacion (Halliwell y Gutteridge, 2007). Es considerada como un antioxidante
bifuncional ya que es capaz de atrapar especies reactivas y de inducir la expresiéon
de diversas proteinas citoprotectoras a través de la via Keap1/Nrf2/ARE (Dinkova-

Kostova y Talalay, 2008).

La capacidad antioxidante directa de la curcumina se ha demostrado en estudios
in vitro y esta definida por su capacidad para reaccionar de manera directa con
especies altamente reactivas como el radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH?®),
anion superéxido (O,*), peréxido de hidrogeno (H»0,), radicales peroxilo (ROO*®),
radicales hidroxilo (OH®), oxigeno singulete ('05), éxido nitrico (NO®) y peroxinitrito
(ONOQO") (Trujillo et al.,, 2013). Ademas presenta una mayor capacidad de
inhibicion de la peroxidacion lipidica en comparacién con la de otros compuestos
antioxidantes conocidos, como hidroxitolueno butilado (BHT), a-tocoferol y trélox
(Ak y Giilgin, 2008).

1.2 ESTRES OXIDANTE
El estrés oxidante se define como un desbalance entre la producciéon de ERO y

especies reactivas del nitrogeno (ERN) con la produccion de sistemas celulares de
defensa antioxidante, encargados de neutralizar las especies reactivas
producidas, previniendo los dafos causados a nivel celular, protéico, lipidico y
genomico. Entre las ERO producidas se encuentran el O,*, H,O, y OH®; las ERN
se forman a partir de la combinacién del NO® y el O,* para formar ONOO™ los
cuales en conjunto con las ERO dafan las células y causan el estrés nitrosativo
(Tabla 1) (Betteridge, 2000).

El estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo de padecimientos
metabdlicos, asi como en otras enfermedades como cancer, diabetes mellitus
(DM), enfermedades neurodegenerativas, enfermedades renales, enfermedades
hepaticas, entre otras y se ha demostrado que éste se encuentra estrechamente

relacionado con el indice de masa corporal (IMC) (Le Lay et al., 2014). En los




ultimos afos se ha observado un incremento en la prevalencia de obesidad a nivel
mundial, lo cual ha generado un aumento en la incidencia de pacientes que
desarrollan DMT2 y sus complicaciones como la enfermedad renal cronica (ERC)
(Levey et al., 2007).

1.2.1 Radicales libres y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
Los radicales libres son moléculas inestables con uno o mas electrones

desapareados en su ultimo orbital con un grado considerable de reactividad que
les permiten participar en reacciones metabdlicas, generando especies reactivas
con propiedades oxidantes (Valko et al.,, 2007). Las ERO pueden ser o no
radicales del oxigeno que contienen un oxigeno parcialmente reducido y que
presentan una mayor reactividad que el oxigeno molecular (Tabla 1). El 90% de
las ERO son producidas dentro de la mitocondria como consecuencia del
transporte de electrones (Valko et al., 2006). Se ha demostrado que las ERO
generan dafio en diversas moléculas como acido desoxirribonucleico (DNA),
carbohidratos, proteinas y lipidos (Céspedes y Sanchez, 2000). Mientras que las
ERN son capaces de llevar a cabo diversas modificaciones como nitracion,
oxidacion, hidroxilacion y nitrosacién de diversas biomoléculas (Guzman et al.,
2006).

Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno

Radicales Superdéxido (0,*)

Hidroxilo (OH®)

Peroxilo (ROO®)

Alcoxilo (RO®)
Hidroperoxilo (HO,"®)
No Radicales Peroxido de hidrégeno (H20,)
Acido hipocloroso (HOCI)

Oxigeno singulete ('0,)
Peroxinitrito (ONOQO")
Ozono (0O3)

Especies reactivas del nitrogeno

Didxido de nitrogeno (NO,*)
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No radicales Acido nitroso HNO,
Cloruro de nitrilo NO,CI
Catién nitrosilo NO*
Anion nitrosilo NO
Tetréxido de dinitrégeno N,O4
Alquil peroxinitrato ROONO"
Trioxido de dinitrogeno N,O3
Peroxinitrito ONOO"
Catién nitronio, NO,"

Tabla 1. Especies Reactivas de oxigeno y nitrégeno. Modificada de Repetto-

Jiménez y Repetto-Kuhn, 2009.

1.2.2 Estrés oxidante y dafo a blancos celulares
a) Peroxidacioén lipidica
La susceptibilidad de los lipidos a su oxidacién por mecanismos enzimaticos y no

enzimaticos y la formaciéon de productos derivados de la peroxidacién lipidica se
encuentran asociados a diversos padecimientos donde el estrés oxidante juega un
papel esencial para su desarrollo (Niki, 2008). Los acidos grasos poliinsaturados
son los lipidos mas afectados por las especies reactivas debido a sus dobles
enlaces que desencadenan dano oxidativo causado por los productos finales e
intermediarios de la peroxidacion lipidica (Niki, 2014). La peroxidacién lipidica
puede ser descrita mediante tres mecanismos: oxidacién mediada por radicales
libres, oxidacion no enzimatica mediada por radicales libres y oxidacion enzimatica
(Yoshida et al., 2013).

El dafo oxidativo producido por la peroxidacion lipidica es generado
principalmente por el radical OH® que actia sobre los &acidos grasos
poliinsaturados presentes en la membrana celular los cuales son oxidados debido
a la salida de un atomo de hidrogeno del grupo metileno para unirse con el
hidroxilo formando el radical ROO*® el cual dara lugar a un hidroperéxido lipidico y
a un nuevo radical lipidico ocasionado por liberacion de un atomo de hidrégeno
de un segundo acido graso, este proceso se realiza en cadena hasta la muerte
celular (Andresen et al., 2006). Los hidroperdxidos se descomponen en etano,
pentano, aldehidos reactivos y cetonas, dentro de los aldehidos formados se
encuentran el malondialdehido (MDA) y el 4- hidroxinonenal (4-HNE) capaces de
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reaccionar con proteinas y acidos nucleicos (Fig. 2) (Céspedes y Castillo, 2008).

Acidos grasos poliinsaturados
LH

l Atague por una especie reactiva

Radical lipidico
L*

l Oxidacion

Radical peroxilo
LOOe

l

Dienos conjugados.
Hidroperoxidos

Radical peroxilo Radical alcoxilo
LOOe LOe

I

Isoprostanos PRODUCTOS FINALES

Dienos conjugados

DE PEROXIDACION

/ \
i Alcanos
/ Aldehid \ + \

Etano Pentano

Malondialdehido 4-Hidroxinonenal
(MDA)

Figura. 2 Mecanismo de la peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados

en presencia de radicales libres (Céspedes y Castillo, 2008).

b) Oxidacion de proteinas
La oxidacién de proteinas esta definida como la modificacion covalente de su

estructura y afecta practicamente a todos los aminoacidos favoreciendo la

protedlisis, la disminucion de la funcién protéica, la inactivacion de enzimas, el




bloqueo de la fosforilacion de tirosinas y liberacion de iones metalicos (Olivares et
al., 2006). Se ha descrito que la modificacién protéica por accion de radicales
libres desencadena la formacion de grupos carbonilos derivados de la oxidacion
directa de cadenas laterales de aminoacidos y ruptura de proteinas (Andresen et
al., 2006). Ademas, las proteinas también resultan susceptibles al dafio producido
por intermediarios o productos finales derivados del dafno de radicales libres sobre
lipidos como el 4-HNE (Olivares et al., 2006).

c) Daiio a DNA
El dafio al DNA es causante de mutaciones y transformaciones carcinogénicas

que pueden desencadenar muerte celular. Las ERO y ERN son las responsables
de la interaccién directa sobre el DNA asi como de la modificacion de transduccién
de senfales, proliferacion celular y comunicacion intercelular (Medeiros, 2008).
Dentro de las ERO que afectan al DNA se encuentra el OH® que es capaz de
formar dobles enlaces en las bases nitrogenadas, de abstraer un atomo de
hidrogeno del grupo metilo de la timina asi como la formacion de aductos con

bases nitrogenadas (Cooke et al., 2003).

1.2.3 Sistema de defensa antioxidante
El sistema de defensa antioxidante y los niveles de ERO estan controlados por

mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los
mecanismos antioxidantes enzimaticos se encuentran la superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR),
mientras que en los mecanismos antioxidantes no enzimaticos se encuentra el
glutation (GSH) (Choi et al., 2014).

a) Glutatiéon

El y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina mejor conocido como glutatién es un tripéptido
sintetizado a partir de los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina necesario en
diversos procesos asociados a la regulacion y mantenimiento del estatus redox de
tioles proteinicos esenciales (Aquilano et al., 2014). La oxidacién de GSH conduce
a la formacién de glutation disulfuro (GSSG) por la enzima GPx, el cual puede ser

reciclado a GSH mediante la reaccion catalizada por la enzima GR que utiliza

13



nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH) como cofactor (Timme-Laragy
et al., 2013). EI GSH mitocondrial es el encargado del mantenimiento y funcién
celular por lo que es considerado como un antioxidante capaz de regular las vias
de muerte celular y la induccion del desarrollo de diversos padecimientos. Ademas
el GSH actua como coenzima de otras enzimas antioxidantes como la

glutarredoxinas y tiorredoxinas (Fernandez y Garcia, 2008).
b) Superéxido dismutasa (SOD)

Uno de los mecanismos antioxidantes enzimaticos mas importante es el de la
superdxido dismutasa la cual cataliza la dismutacion del O,* (Fig. 3). En seres
humanos se encuentran presentes tres isoformas de superéxido dismutasa: SOD
dependiente de cobre/zinc (Cu/Zn-SOD citosdlica), Mn-SOD mitocondrial
dependiente de manganeso (Mn-SOD o SOD2) vy extracelular (EC-SOD o
SOD3), también dependiente de Cu/Zn (Valko et al., 2006).

o— +
20," + 2HY — Hy0, + 0,

El O,* generando en su mayoria dentro de la mitocondria durante la cadena de
transporte de electrones (e’) es convertido en H,O,y este a su vez en H,O por la
CAT y GPx. Se ha informado que el O,* es capaz de producir dafio a nivel
molecular que contribuye al proceso de envejecimiento celular (Doonan et al.,
2008).

c) Catalasa (CAT)

La enzima CAT es considerada una enzima intracelular presente en la mayor parte
de los organismos aerdbicos; en mamiferos se encuentra principalmente en
eritrocitos y tejidos como higado y rifion. Dentro del higado la CAT esta localizada
en los peroxisomas (Greenwald, 1990). Su principal funcién es su actividad
catalitica basada en la descomposicion de H,O, en agua y oxigeno. La produccién
de H,0O, esta relacionada directamente en procesos fisioldgicos y patofisioldgicos

asociados al estrés oxidante como arterosclerosis, hiperlipidemia, DM,
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hipertension y enfermedades neurodegenerativas, entre otras (Kodydkova et al.,
2014).

d) Glutatiéon peroxidasa (GPx)

La enzima GPx es una selenoproteina antioxidante que requiere de 2 moléculas
de GSH para la reduccién del H,O, en agua. EI GSH actua como donador de
equivalentes reductores por lo que la reduccion del perdxido y la oxidacion del

GSH a GSSG ocurren de manera simultanea (Zachara et al., 20006).

H,0, + 2 GSH = GSSG + 2H,0

Ademas cataliza la reduccidn de los hidroperoxilos de los acidos grasos
dependientes de GSH, tal es el caso de los productos de lipoperoxidacion de los

acidos linolénico y linoleico, entre otros (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).
e) Glutation reductasa (GR)

La GR es una enzima dependiente de flavin adenina dinucleétido (FAD) y la
principal flavoproteina en eritrocitos, encargada de reducir el GSSG a GSH,
protegiendo a eritrocitos, hemoglobina y membranas celulares del dafno producido
por estrés oxidante mediado por GSH (Bhattacharyya et al., 2014). La deficiencia
de la actividad de esta enzima puede alterar el cociente 2GSH:GSSG que

conduce a estrés oxidante (Martin y Teismann, 2009).

1.2.4 Factor de transcripcion nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2)
El factor de transcripcion Nrf2 pertenece a una familia de proteinas caracterizadas

por poseer una cadena de leucinas (bZIP) en su estructura. La regulacién de la
expresion de genes antioxidantes y citoprotectores capaces de contrarrestar el

estrés oxidante esta mediado de manera crucial por Nrf2 (Choi et al., 2014).

En condiciones normales, Nrf2 se encuentra en citoplasma unido a su proteina
represora rica en cisteina conocida como Keap 1 (Kelch-like ECH-associated
protein 1) y su degradacion es favorecida via ubiquitinizacion del proteosoma

mediada por el complejo Keap1-culina 3-Nrf2 (Tapia et al., 2012).
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La oxidacion de grupos sulfhidrilos provenientes de los grupos cisteina de Nrf2
genera cambios conformacionales que conducen a la disociacion de Keap 1 de

Nrf2, por lo que Nrf2 se transloca al nucleo.

Dentro del nucleo y en conjunto con proteinas Maf (Fibrosarcoma aponeurotico de
musculo) se unen a la secuencia de elementos de respuesta antioxidante (ARE) la
cual regula positivamente la transcripcion de genes que codifican para enzimas
antioxidantes tales como GPx, SOD, GSH y GR (Fig.3) (Stefanson y Bakovic,
2014).

El factor Nrf2 también esta involucrado en la expresion de enzimas generadoras
de NADPH, como la enzima malica 1, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, ademas de la NADPH quinona oxidorreductasa 1
(NQO1) y la hemo oxigenasa-1 (HO-1) (Choi, 2014).

Fd
Inhibidor del proteosoma
— MG132
Degradacion de Nrf2
Estrés oxidante
Activadores de Nrf2:
Sulforafano, compuestos
antioxidantes fendlicos (CURCUMINA,
revestratol). Citoplasma

Nudeo

Cys151 Enzimas desintoxicantes
Cys273/288 Proteinas de respuesta al
estrés

sual
ARE/EpRE

Figura 3. Via de regulacion de genes antioxidantes por la via de Keap1-Nrf2.
Modificada de Choi et al. (2014).
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1.3 Enfermedad renal crénica (ERC)
Actualmente la ERC es un problema de salud publica de proporciones epidémicas,

resultante de diversas enfermedades crénico degenerativas entre las que
destacan la hipertension, la DM y dislipidemia (Guias Latinoamericanas, 2012). En
México las cifras de morbilidad y mortalidad de la ERC son alarmantes, debido al
numero creciente de casos, los altos costos de inversion, recursos humanos y de
infraestructura limitados. La deteccion resulta tardia generando una alta
prevalencia de las complicaciones mas frecuentes de la ERC (Méndez Duran et
al., 2010).

Se estima una incidencia de pacientes con ERC de 377 casos por millén de
habitantes y la prevalencia es de 18-20% en estadios tempranos y hasta un 40-
75% en la etapa terminal; ademas alrededor de 52,000 pacientes se encuentran
en terapias sustitutivas de la funcién renal, de los cuales el 80% de los pacientes
son atendidos en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). La ERC se
encuentra entre las primeras 10 causas de mortalidad en el pais ocupando la 8°
causa de defuncion en el varén de edad productiva y la sexta en la mujer de 20 a
59 anos, mientras que por demanda de atencion en los servicios de urgencias en
instituciones de segundo nivel ocupa el 13° lugar, el 9° en instituciones de tercer
nivel y el 8° como causa de egreso hospitalario por defuncién (Méndez Duran et
al., 2010).

La ERC se define como la disminucién de la funcion renal caracterizada por un
descenso de la velocidad de filtracion glomerular (VFG) menor a 60 mL/min/1.73
m? (Lopez-Cervantes et al., 2009) o como el dafio renal generado por alteraciones
histolégicas, proteinuria o alteraciones del sedimento urinario de forma persistente

durante, al menos, 3 meses (Guia de Practica Clinica, 2009).

El filtrado glomerular esta definido como el ultrafiltrado del plasma sanguineo de
moléculas de bajo peso molecular como urea, acido urico, creatinina, glucosa y
algunos péptidos. De esta forma, el riidn regula estrechamente los niveles de
volumen sanguineo, electrolitos como el sodio, potasio, calcio, cloro, magnesio,

fosfato y la osmolaridad sérica (Hernando Avendano et al., 2008). La disminucion
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de la VFG esta asociada a la pérdida del numero de nefronas por dafo al tejido

renal y un proceso combinado con pérdida del numero y disminucion de la funcion

de las nefronas (Hernando Avendafio et al., 2008).

La ERC se clasifica con base en la gravedad de la reduccion de la VFG en

diferentes estadios (Tabla 2).

Estadio Descripcion

En riesgo En riesgo
Presencia de
1 indicadores de dafio
(Alto y 6ptimo) renal, acompafado
de una VFG normal
of
Presencia de
indicadores de dafio
renal con una |
| moderada de la
VFG
(Leve moderado)
| severa de la VFG
4

(Severo)

Falla renal
5*

(Falla renal)

Estadios de la ERC

VFG
(mL/min/ 1.73 m?
= 90 (con factores

de riesgo para ERC)
=90

60-89

30-59

15-29

<15 o0 en terapia

sustitutiva

Términos

relacionados

Albuminuria,
proteinuria,

hematuria

Albuminuria,
proteinuria,
hematuria
ERC, insuficiencia
renal temprana,
predialisis
I
ERC, insuficiencia
renal tardia,
predialisis
Falla renal, uremia,
ERC terminal

Tabla 2. Estadios de la Enfermedad renal crénica. * Pacientes que reciben

tratamiento sustitutivo con dialisis. Tomada de Guias Latinoamericanas de

Practica Clinica sobre la Prevencion, Diagnéstico y tratamiento de los Estadios 1-5
de la ERC, 2012.
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1.3.1 Causas de la ERC
La ERC esta asociada a factores de riesgo como la enfermedad cardiovascular,

progresion de enfermedad renal, hipertensién arterial sistémica, dislipidemia y DM
asi como factores de riesgo no tradicionales y propios de la ERC como proteinuria,
anemia, trastornos del metabolismo mineral 6seo, sobrecarga de volumen, estrés

oxidante y la inflamacidn, entre otros (Guia de Practica Clinica, 2009).

1.3.2 Importancia de la proteinuria en la ERC
El factor de riesgo mas importante asociado a la progresién de la enfermedad

renal es la proteinuria la cual esta definida como la excrecion anormal de proteinas
en la orina mayor a 300 mg/dia. Dentro de las proteinas excretadas se
encuentran principalmente la albumina, considerada como un marcador de ERC,
DM, enfermedad glomerular e hipertension arterial; ademas indica un mayor riesgo
de muerte cardiovascular. Mientras que las inmunoglobulinas de bajo peso
molecular o proteinas tubulares son caracteristicas de enfermedades tubulo-

intersticiales (Guia de Practica Clinica, 2009).

1.3.3 Estrés oxidante y enfermedad renal créonica (ERC)
La ERC es considerada una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a

nivel mundial debido a que es un padecimiento cronico progresivo caracterizado
por generar dano renal irreversible; se ha sugerido en varios estudios que la
pérdida de la funcién renal esta relacionada con diversos mecanismos tales como
el descontrol de la presion sanguinea, dislipidemia, resistencia a insulina,

proteinuria y estrés oxidante (Tiryaki et al., 2014).

La ERC se encuentra asociada directamente con el estrés oxidante debido a la
produccion de EROs y toxinas urémicas de naturaleza oxidante que favorecen la
progresion de este padecimiento y sus complicaciones (Choi et al., 2014). Ademas
se ha demostrado que en los mecanismos fisiopatoldgicos de los trastornos
renales estan presentes factores que favorecen el desequilibrio oxidante.

La produccién excesiva de EROs desencadena fendmenos isquémicos o toxicos
que generan dano agudo tubular y glomerular comprometiendo la funcion renal del

paciente (Cachofeiro et al., 2008). A nivel renal, el estrés oxidante promueve la
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apoptosis, la disminucion de la regeneraciéon celular y fibrosis; ademas el factor
nuclear kappa B (NF-kB) es activado por ERO el cual inicia la via de senalizacion

asociada a fibrosis renal (Small et al., 2012).

1.3.4 Tratamiento de la ERC
El tratamiento en pacientes con ERC tiene como objetivo interrumpir, retardar o

revertir la progresion del dafo renal e incluye el manejo de medidas
farmacolégicas y no farmacoldgicas. Dentro de las recomendaciones no
farmacoldgicas se encuentran el control de la glucosa, restriccion de alimentos,
control de peso e ingesta de agua. El control estricto de la glucosa se asocia con
la prevencion del desarrollo de la microalbuminuria a macroalbuminuria. Esto
resulta indispensable para evitar la progresion del dafo renal en pacientes con

nefropatia diabética (Guia de Practica Clinica, 2009).

En pacientes que presentan proteinuria el tratamiento farmacoldgico incluye el uso
de medicamentos antihipertensivos con el objetivo de mantener una presion
arterial sistémica <125/75 mm Hg. Los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina | (IECAs) y antagonistas del receptor de angiotensina (ARAs) se
consideran los farmacos de primera linea en estas condiciones ya que poseen
propiedades nefroprotectoras, disminuyen la hipertension intraglomerular, mejoran
la sensibilidad a la insulina y son ademas cardiocitoprotectoras. La progresion de
la ERC se atenua con el bloqueo del sistema renina angiotensina-aldosterona
(SRAA), sin embargo, muchos pacientes aun progresan a ERC terminal y

requieren terapia sustitutiva de la funcion renal (Barnett et al., 2004).

1.4 Curcuminay ERC
En recientes investigaciones se ha demostrado que la curcumina es capaz de

mejorar los eventos cardiovasculares y sus complicaciones en algunos pacientes.
Este compuesto es capaz de reducir la disfuncién cardiaca mientras mantiene la

integridad mitocondrial en pacientes urémicos (Correa et al., 2013)

Los efectos renoprotectores de la curcumina se han asociado con la prevencion

del estrés oxidante mediante tres mecanismos: reduciendo la generacion del O,*
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y de diferentes ERO, mediante la prevencion de la degradacién de Nrf2 por via de
la ubiquitinacion del proteosoma y el aumento de enzimas antioxidantes. Es capaz
de reducir el proceso inflamatorio mediante la reduccion de los factores de
transcripcion inflamatorias tales como NF-kB y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Trujillo et al., 2013).

En estudios con pacientes que cursan ERC, se ha encontrado una reduccion
continua de la funcion renal, aumento de la inflamacion y la reduccion de la
capacidad antioxidante. Los efectos de la suplementacion con curcumina en
pacientes con ERC no dializados, demuestran que existe una mejora en la
inflamacion sistémica, el estado antioxidante y un mejoramiento en los niveles de

citocinas inflamatorias (Moreillon et al., 2013).

Il. JUSTIFICACION
La Fundacion Mexicana del RifA6n estima que alrededor del 8.3% de los

mexicanos padecen ERC en diferentes etapas de la enfermedad. El efecto sobre
marcadores de estrés oxidante, proteinuria y funcién renal en pacientes con
nefropatia de cualquier etiologia tras la suplementacién oral con curcumina puede
ser usado como un tratamiento secundario con el objetivo de atenuar la progresiéon
de la ERC debido a los pocos efectos secundarios reportados y el costo accesible

de este antioxidante.

ll. HIPOTESIS
La administracion oral de curcumina en pacientes con ERC inducira la actividad de

enzimas antioxidantes mediante la activacion de la via Keap1/Nrf2 y disminuira los

niveles de marcadores de progresion de la ERC.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de la suplementacion oral con curcumina sobre marcadores de

estrés oxidante en pacientes con ERC.
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4.2 Objetivos especificos
a) Determinar si existe diferencias en la capacidad antioxidante plasmatica,

marcadores de estrés y enzimas antioxidantes en pacientes con ERC.

b) Determinar si el consumo oral de curcumina tiene efectos sobre la glucosa,

colesterol, triglicéridos y proteinuria.

c) Establecer si el consumo de curcumina oral tiene efectos sobre marcadores de
estrés oxidante mediada por la cantidad de glutatién total (GSH/GSSG), la
cantidad MDA, la capacidad antioxidante total en presencia del radical DPPH,
evaluacion de la capacidad de absorcion de radicales libres del oxigeno (ORAC), y
la actividad en plasma de las enzimas antioxidantes: GR y GPx, asi como la

actividad en eritrocitos de las enzimas antioxidantes: SOD y CAT.

d) Determinar si la curcumina es capaz de activar el factor de transcripcion Nrf2
mediante la via Keap1/Nrf2/ARE.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron de Active Motif North America: Kit
comercial para extraccion de nucleos Nuclear Extract Kit Version C4 (#
catalogo40410) y el kit comercial Nrf2 TransAm para determinacion de la actividad
transcripcional de Nrf2 (# catalogo 50296).

El reactivo comercial para cuantificacion de proteinas de la fraccion nuclear por el
método de Bradford fue adquirido de la casa comercial Sigma-Aldrich, numero de
catdlogo B6916. ElI Lymphoprep® utilizado para extraccion de células
mononucleares de sangre periférica se adquirid de la casa comercial Axis-Shield
PoC, lote: 12FFS22. Otros compuestos y reactivos utilizados fueron de la mas

alta pureza comercialmente disponible.
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5.2 Primera etapa: Evaluacion del estrés oxidante en los pacientes con ERC
Se tratd de un estudio multicéntrico que contd con la colaboracién de las
siguientes instituciones: El Hospital Regional Licenciado Adolfo Lopez Mateos
(HRLALM), la Clinica de diagndstico automatizado (CLIDDA) anexa al HRLALM vy
el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICh). Los sujetos no
diabéticos y diabéticos se reclutaron en el HRLALM, mientras que los nefropatas
se reclutaron en el INCICh. Este proyecto fue financiado por el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) SALUD-2013-201519.

5.2.1 Diseio del estudio

Se incluyeron un total de 222 sujetos en el estudio, los cuales se clasificaron en
cuatro grupos: 77 sujetos sanos en el grupo control (CTRL), 35 sujetos diabéticos
previamente diagnosticados con DMT2 con 10 afos de evolucion de la
enfermedad vy sin nefropatia (C-DM), 48 sujetos nefropatas no diabéticos (NEF) y

62 sujetos con nefropatia diabética (NEF-DM).

El estudio se dividid en dos etapas. En la primera etapa se determiné que los
sujetos presentasen estrés oxidante. Para proseguir a la segunda etapa, se
seleccionaron 98 pacientes nefrépatas para evaluar el efecto de la suplementacion

oral de curcumina en la ERC.

Criterios de inclusion: Se invitd a participar a pacientes mayores de 18 afios, con
nefropatia de cualquier etiologia con proteinuria igual o mayor a 1 gramo que se
encuentran en doble o triple bloqueo del SRAA o en monoterapia con IECA, ARA
Il o espironolactona con alguna contraindicacion para el doble o triple bloqueo
(hipotension, hipercalemia) y que fueran pacientes del servicio de Nefrologia del
INCICh. Los sujetos CTRL mayores de 18 afos sin diagnodstico de DM o
nefropatia asi como los sujetos C-DM mayores de 18 afios con evolucion de la DM
mayor a 10 afos, sin antecedentes heredofamiliares de nefropatia, con valores de

creatinina sérica <1.5 fueron reclutados en HRLALM y CLIDDA.

Criterios de exclusion: Pacientes embarazadas, con insuficiencia cardiaca (ICC)

clasificacion Il o IV de la asociacion del corazén de Nueva York (por sus siglas en
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inglés NYHA), en didlisis o en trasplante de 6rgano, con enfermedad hepatica,
antecedente de quimioterapia en los ultimos 2 afos, pacientes que no tengan la
facilidad para asistir al Instituto para las visitas programadas. Los pacientes que
decidieron no participar después de haber sido explicado y leido el consentimiento

informado fueron excluidos del protocolo.

Criterios de eliminacién: Se elimind del protocolo a los pacientes que no firmaron,
no completaron el consentimiento informado 6 cuya muestra fue insuficiente para

las determinaciones.

A cada sujeto se le extrajeron 4 tubos de sangre periférica por medio de puncién
venosa de la arterial cubital. Uno de los tubos sin aditivo utilizado para la medicion
de la quimica sanguinea de 5 elementos y 3 tubos con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) para biometria hematica y medicién de

marcadores de estrés oxidante.

5.3 Segunda etapa: Evaluacion de la suplementacion oral con curcumina en
pacientes con nefropatia de cualquier etiologia

El reclutamiento de pacientes, toma, recoleccion, analisis de parametros
bioquimicos y caracteristicas antropométricas se llevé a cabo en el INCICh. Los
pacientes seleccionados cumplieron con los criterios de inclusién y brindaron su

consentimiento para formar parte del proyecto.

5.3.1 Diseino del estudio de intervencién

Se realizd un ensayo clinico, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo
en el que se incluyeron 98 pacientes con ERC de la primera etapa. El
reclutamiento de pacientes, toma y recoleccidn de muestras se llevé a cabo en el
INCICh. Los pacientes seleccionados cumplieron con los criterios de inclusion y
brindaron su consentimiento para formar parte del proyecto. Los parametros

bioquimicos se midieron por técnicas automatizadas en el hospital.

Tratamiento: A los grupos de estudio se les administré 4 gramos de curcumina al
dia dividido en tres dosis con cada comida, durante 8 semanas. El grupo control

recibié placebo por el mismo tiempo.
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*Nota: Para cuantificacion de proteinuria se recolectd una muestra de orina de 24

h y se ajusto por creatinuria.

5.4 Determinaciones bioquimicas

A cada sujeto se le extrajeron 4 tubos de sangre periférica por medio de puncién
venosa de la arterial cubital. Uno de los tubos sin aditivo utilizado para la medicion
de la quimica sanguinea de 5 elementos y 3 tubos con EDTA para biometria
hematica y medicion de marcadores de estrés oxidante para las dos etapas del

estudio.

5.4.1 Determinaciones espectrofotométricas

Se determind las absorbancias de las muestras a las longitudes de onda
senaladas para cada ensayo, en el lector de microplacas multi-modo Synergy™
HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

5.5 Capacidad antioxidante en plasma

5.5.1 DPPH

Fundamento: El ensayo de DPPH determina la capacidad de donar un electrén y
por tanto, provee una evaluacion de la capacidad antioxidante total en presencia
del radical DPPH. Este en su forma radical presenta una coloraciéon purpura y al
ser reducido a difenilpicril hidracina se torna a color amarillo, el cual puede ser
determinado espectrofotométricamente a 517 nm. El cambio de coloracién indica
que tan eficiente es el antioxidante evaluado para atrapar al DPPH (Ozcelik et al.,
2003).

Metodologia: El procedimiento para este ensayo se basé en el descrito por Koren
et al. (2010). Se prepararon por duplicado tubos de reaccion con 25 ul de solucién
salina al 0.9% estéril mas 50 pl de plasma. Se afiadieron 50 uL de DPPH (stock: 1
mM) preparado previo al uso, protegido de la luz y con agitacién constante. Se
utilizaron 75 pL de solucién salina con 50 yL de DPPH como control. Dos minutos
después, se agregaron 800 uL de etanol absoluto a todos los tubos. La mezcla se
agité en vortex y se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos; posteriormente

se centrifugd a 1,500 x g por 2 minutos.
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La capacidad de atrapamiento del radical DPPH se expres6 como la diferencia
porcentual entre densidades O6pticas de cada muestra respecto al control de
corrida. El valor de la densidad optica (D.O.) del control es equivalente al

porcentaje de generacién maxima (100%) del radical DPPH.

5.5.2 ORAC

Fundamento: El ensayo de ORAC se basa en el uso de la proteina fluorescente R-

ficoeritrina como sustrato oxidable y 2,2°-azobis-(2-amidinopropano) diclorhidrato
(APPH) como generador de radicales ROO®. Este ensayo permite medir la
actividad del radical libre a través del decremento de la fluorescencia y la

integracion de areas bajo la curva (ABC) de las muestras evaluadas.

Metodologia: Para la determinacion de la actividad antioxidante en plasma se
sigui6 el procedimiento del ensayo “ORAC fluorescence no injection”, descrito por
Huang et al. (2002), el cual requiere preparar una soluciéon de fluoresceina 4 uM y
seis estandares de Trélox® en concentraciones 10.0, 7.5, 5.0, 2.5, 1.0 y 0 yM. Se
peso en un tubo de ensayo 82.8 mg de AAPH disuelto en 10 mL de amortiguador
de fosfatos 75 mM pH=7.4 (APPH 30.5 mM), y se almacend hasta el momento de
su uso. En cada ensayo se realizd una dilucién 1:500 plasma:agua. El ensayo se
realizd por duplicado en placas negras (Corning 3915). Para la curva estandar se
colocaron en cada pozo 25 ul de cada una de las concentraciones de Trolox®; 25
Ml de la solucién amortiguadora de fosfatos 75 mM, pH=7.4 como blanco; 25 pl de
las muestras de plasma diluido. Se adicionaron 25 pl de APPH (30.5 mM) y 150 pl

de fluoresceina 4 yM en los pozos de reaccion.

Los valores de ABC de cada estandar, blanco y muestras se determinaron
mediante la disminucién de la fluorescencia los cuales reflejaron la capacidad de
atrapamiento de radicales peroxilo del estandar, blanco y muestras. Se realizé una
curva estandar con los valores de ABC obtenidos del blanco y concentraciones
del estandar de Trélox® los cuales se interpolaron con los valores de ABC de las
muestras determinando asi su capacidad antioxidante mediante equivalencia

respecto a los estandares de Trolox®.
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5.6 Marcadores de estrés

5.6.1 MDA en plasma

Fundamento: Este ensayo se basa en la reaccion entre el MDA con 1-metil-2-
fenilindol (1M2Fi) la cual produce un cromoforo de alto coeficiente de extincion
molar con un maximo de absorcidén de longitud de onda de 586 nm. Esta reaccion

es especifica en presencia de acido clorhidrico.

Metodologia: El procedimiento se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita
previamente por Gérard-Monnier et al. (1998). Al inicio del ensayo se prepard una

solucién 15.4 mM de 1M2Fi en una mezcla de acetonitrilo: metanol (3:1).

Para la curva estandar se utilizo la solucion de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO)
0.0739 mM. Para la curva estandar se utilizo el stock de TMPO en
concentraciones: 0,10, 20,40, 80,160 y 320 pl. Se mezclaron 200 pl de plasma con
650 ul de la solucién de 1M2Fi con acetonitrilo/metanol (3:1) a una concentracién
final de 10 mM. La reaccion se inicio al anadir 150 ul de acido clorhidrico (HCI) al
37%. Posteriormente, se incubaron los puntos de la curva estandar y las muestras
a 48°C por 50 min. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron los tubos a 20,000 x g

durante 5 minutos.

5.6.2 Determinacion de GSH total en plasma

Fundamento: Determinacion de GSH: El ensayo se basa en la reaccion de GSH
con 5,5'-ditiobis-2 acido nitrobenzoico (DTNB) también conocido como reactivo de
Ellman, que produce acido 5-tionitrobenzoico (TNB), que tiene una absorbancia
maxima a 412 nm y que forma el aducto glutation oxidado-TNB (GS-TNB). La
velocidad de formaciéon de TNB es proporcional a la concentracion de GSH en la
muestra. El producto disulfuro (GS-TNB) se reduce a continuacion por la GR en
presencia de NADPH y GSH. Debido a que la GR reduce el GSSG de la muestra a
2 moléculas de GSH, la cantidad de GSH total es la suma de las formas oxidadas
y reducidas (Fig. 4) (Rahman et al., 2006).

[GSH]total = [GSH] + (2)[GSSG]
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Figura 4. Proceso enzimatico de GSH a GSSG por la GR en presencia de NADPH
(Rahman et al., 2006).

Determinacion de GSSG: El método de reciclaje de GR se utiliza para la
determinaciéon de GSSG mediante el control de NADPH. La muestra se trata con
2-vinilpiridina, que reacciona covalentemente con GSH pero no con GSSG. El

exceso de 2-vinilpiridina se neutralizé con trietanolamina.

Metodologia: La determinacion de glutation total se llevé a cabo de acuerdo al
método descrito por Rahman y col (2006). Se preparé una alicuota con 150 ul de
plasma y se agregaron 75 pl de acido sulfosalicilico al 0.6%, para desproteinizar la
muestra. Enseguida se centrifugd a 8,000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se uso el

sobrenadante para la determinacion de GSH y GSSG.

1. Concentracion de GSH: se tomaron 20 yl de muestra y se colocaron en un
pozo de la microplaca. Se mezclaron cantidades iguales de DTNB y GR, se
afiadieron 120 pl de esta solucion a cada pozo. Después de 30 segundos
(tiempo necesario para la conversiéon de GSSG a GSH), se agregaron 60 pl
de NADPH y se leyd la placa a una absorbancia de 412 nm, tomando cada
minuto la lectura durante 2 minutos (3 lecturas de 0 — 120 segundos). La
concentracion de GSH se determind por regresion lineal utilizando una
curva de calibracién con 9 estandares de GSH a concentraciones de 26.40,
13.20, 6.60, 3.30, 1.65, 0.825, 0.4125, 0.20625, 0.103 nM/mL, utilizando
como blanco 20 ul de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.1
M con EDTA.
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2. Concentracién de GSSG: se tomaron 100 pl del plasma procesado con el
acido sulfosalicilico y se colocdé en un tubo de 1.5 ml. Enseguida se
adicionaron 2 pl de 2-vinilpiridina para derivatizar la reaccion, se mezclé y
se incub6 1 h a temperatura ambiente en campana de extraccion.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 6 pl de trietanolamina,
se mezclo vigorosamente y se incubaron 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se procedié de la misma manera que para la
determinacion de GSH, tomando 20 pl de muestra, blanco o estandar
derivatizado en el pozo junto con 120 pl de DTNB: GR y 60 pl de B-NADPH.
La concentracion de GSSG se determind por regresion lineal utilizando una
curva de calibracidon de 9 estandares de GSSG a concentraciones de 26.40,
13.20, 6.60, 3.30, 1.65, 0.825, 0.4125, 0.20625, 0.103 nM/mL y utilizando
como blanco 20 ul de KPE.

5.7 Actividad de enzimas antioxidantes

5.7.1 Actividad de glutation reductasa
La actividad de esta enzima se determind mediante una reaccion cinética en la
cual la enzima convierte el GSSG a GSH utilizando NADPH como cofactor. La

reaccion se basa en la disminucién de la D.O. a 340 nm del NADPH (Fig. 5).

e

2 GSH GSSG

Glutation reductasa
en la muestra

2 NADP"+ H™ 2 NADPH

Figura 5. Reaccion de reduccion de GSSG a GSH utilizando NADPH como
cofactor mediada por la enzima GR (Modificada de Dolphin, 1989).
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Metodologia: Al inicio del ensayo se prepard una mezcla de reaccion que contenia
amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.6, EDTA 0.5 mM, GSSG 1.25 mM y

NADPH 0.1 mM. Para el analisis de la actividad de GR, fue necesario cuantificar

un blanco de corrida o “inespecifico” junto con las muestras, adicionando 20 pl del
amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.6 para restar el valor de la D.O.
proveniente del inespecifico a cada una de las muestras. La reaccion se inicié al
adicionar 10 yl de la muestra de plasma diluida 1:2 en amortiguador de fosfatos
100 mM y 340 pl de la mezcla de reaccion. El decremento de la D.O. del NADPH
se midié durante 3 minutos utilizando un programa de cinética controlada. Los

resultados se expresan como unidades de enzima por ml de plasma (U/mL).

5.7.2 Actividad de glutation peroxidasa

Fundamento: La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reaccion
acoplada con la GR (Lawrence y Burk, 1976) y se basa en la disminucién de la
absorbancia a 340 nm debido a la desaparicion de NADPH. La GPx al reducir los
hidroperoxidos consume GSH, el cual es regenerado por GR a partir de GSSG,

proceso que consume NADPH (Fig. 6).

H,0;

/— 2 GSH
GPx
‘x GSSG

2 H,O

NADP* + H*

GSH
reductasa

NADPH A 340 nm

Figura 6. Reaccion de reduccién del H,O, catalizada por la GPx y utilizando como

agente reductor el GSH. El GSH es regenerado a partir de GSSG por la GR.

Metodologia: Para cuantificar la actividad de la enzima GPx, se elabord una
solucion que contenia EDTA 1.0 mM, GSH 1.0 mM, azida de sodio 1.0 mM,
NADPH 0.2 mM y GR 1 U/ml en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7,4 (Mezcla
A).

Debido a que GPx tiene la capacidad de catalizar la descomposicion del H,O, o de
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otros peroxidos organicos a H,O se utilizé una solucién 30 mM de H,0, que se
prepard con 2.8 pl de H,Ozal 30% en 10 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM,
pH 7,4 (Mezcla B). El procedimiento para esta prueba consta de tres pasos: el
plasma se diluyé 1:2 con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4, se colocaron 35
ML de muestra o amortiguador como blanco. Para la reaccion se adicionaron 280
ML de la mezcla A mas 35 pL de la mezcla B. Los resultados se expresan como

unidades de enzima por ml de plasma (U/mL).

5.7.3 Actividad de catalasa (CAT) en eritrocitos

Fundamento: Para esta determinacion se empled el método de Aebi (1982) el cual
se basa en el cambio en la D.O. a 240 nm debido a la desaparicion de H,0,
mediante su degradacion por CAT presente en la muestra. La absorbancia de la
muestra se mide cada 15 s durante 30 s (periodo en el que la descomposicién de

H.O, sigue una cinética de primer orden).

La diferencia entre la primera y las subsecuentes lecturas no debe ser menor de
0.02 (lo que indica que la muestra esta muy diluida) ni mayor de 0.2 (lo que indica

que la muestra esta muy concentrada).

Metodologia: Una vez extraida la sangre del paciente en un tubo con
anticoagulante, se separo el plasma del paquete globular y se almacend en tubos
de 2 mL etiquetado con el ID del paciente. Para el ensayo, se utilizé una dilucién
de eritrocitos 1:100 (10 ul de eritrocitos mas 990 ul de agua). Se prepardé una
solucion de HyO, 30 mM, adicionando 170 pl de H;O, al 30% a 50 mL de
amortiguador de fosfatos 10 mM pH= 7 4.

Antes de iniciar el ensayo, fue necesario probar la solucién de perdxido la cual
debe presentar una absorbancia de 1.00 a una longitud de onda de 240 nm. Si la
absorbancia de la solucion resulta menor a 1.00 se adicionan 5 a 10 ul de H,O, al
30%, por lo contrario si la absorbancia resulta mayor a 1.00 se adiciona
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4.

Para el ensayo, se tomaron tubos de ensayo de 13x100 y se adicionaron 725 ul de

la solucion 30 mM de H,O, mas 25 pl de la dilucion 1:100 de eritrocitos, se
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agitaron y se realiz6é la lectura en espectrofotometro por el método KINETICS
“catalasa”. Los resultados se expresan como unidades de enzima por mg de

proteina en eritrocitos.

5.7.4 Actividad de superéxido dismutasa (SOD) en eritrocitos

Fundamento: La actividad de la SOD se determina por la capacidad de esta
enzima de inhibir la reduccién del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones
superoxido generados por el sistema de la xantina-xantina oxidasa (Fig. 7)
(Oberley, 1984).

(@] (¢]
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HN N HN N
41\ I \> Xantina oxidasa l >:
Xantina (6] N E / \ J\N N Acido urico
H H H
20, 20,
SOD
(muestrg 3
4H"

Formazan
Nitroazul de tetrazolio (NBT) A 560 nm
Figura 7. Inhibicion de reduccién del NBT por los aniones superéxido generados

por el sistema de la xantina-xantina oxidasa por la SOD de la muestra.

Metodologia: La actividad de SOD total se determind por la reduccién del NBT.
Para ello se prepard una solucion de xantina y xantina oxidasa (XO) para generar
el anion O," el cual reduce el NBT a formazan, cuando hay SOD el O," que se
generd se descompone con lo cual se evita la reduccion de NBT. Una unidad de
SOD se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la

reduccion de NBT.

Se prepararon las siguientes soluciones para la mezcla de reaccién: solucion de
XO 0.3 mM, EDTA 0.6 mM, NBT 150 uM y Na,CO3 400 mM. Al inicio del ensayo
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se verificd que funcionara el sistema generador de anién superoxido. Para ello se
colocaron en un tubo de vidrio 332 uyl de la mezcla de reaccién, 66 pl del
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4, 5, 10, 15y 20 pl de XO y 132 pl de CuCl,
para detener la reaccion, el cambio de las absorbancias debe ser menor a 0.2 nm
y mayor a 0.15 nm. Una vez que se asegurd que el sistema funcionara, se
analizaron las muestras generando 3 tubos (blanco de muestra y problema por

duplicado); al blanco de muestra no se le adicioné XO.

De igual forma, se preparo un tubo denominado 100% el cual contenia 332 pl de la
mezcla de reaccion, 66 ul del amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 y la cantidad
de XO probada con anterioridad; de esta manera se observd Unicamente la
actividad de la enzima. Todos los tubos se incubaron 15 min a 27°C, transcurrido
el tiempo, se adicionaron 132 pl de CuCl, 0.8 mM para detener la reaccién y se
realizo la lectura a 560 nm. Los resultados se expresan como unidades de enzima

por mg de proteina en eritrocitos.

**NOTA: Para los ensayos de CAT y SOD en eritrocitos se determiné la actividad

especifica de dichas enzimas mediante el método de Lowry.
5.8 Cuantificacion de Nrf2

5.8.1 Extraccion de células mononucleares de sangre periférica con
Lymphoprep®

A un tubo de sangre con EDTA se adicionaron 6.0 mL de solucién salina estéril
0.9%, agitando por inversién. En un tubo Falcon nuevo se adicionaron 5.0 mL de
Lymphoprep®. Posteriormente se afadio la sangre vertiendo el contenido por la
pared del tubo para evitar romper el gradiente de densidad, quedando el
Lymphoprep® por debajo de la sangre. Los tubos se centrifugaron a 21,591 x g
por 30 min. Una vez concluido el ciclo de centrifugacién, se extrajeron las células
blancas por pipeteo y se colocaron en tubos Eppendorf nuevos de 1.5 ml aforando
con solucion salina estéril 0.9%, finalmente se centrifugaron los tubos a 250 x g
por 10 m y el botdon obtenido se resuspendié en 1 ml de solucion salina estéril
0.9%.
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5.8.2 Extraccion de la fracciéon nuclear

Para la extraccion de la fraccion nuclear se utilizé un kit comercial de Active Motif.
Durante el procedimiento se utilizé el boton obtenido durante la extraccion de
células blancas con Lymphoprep el cual se lavdé con 1.5 mL de amortiguador
PBS/Inhibidor de fosfatasas frio mezclando por pipeteo suave para limitar las
posibles modificaciones de la proteina (expresion, protedlisis, desfosforilacion,
etc.). Después del lavado se centrifugd a 500 rpm durante 5 min a 4°C.
Transcurrido el tiempo de centrifugacion se descarté el sobrenadante y se
conservo el botdon en hielo el cual se resuspendid por pipeteo suave en 500 ul de
amortiguador hipoténico 1x el cual favorece la turgencia de la célula, haciéndola
mas fragil y se incub6 durante 15 min en hielo. Transcurrido el periodo de
incubacion se afiadieron 50 pl de detergente el cual favorece el rompimiento de la
membrana y la salida de las proteinas citoplasmaticas al sobrenadante, se agité
en vortex por 10 s a maxima velocidad y se centrifugd por 30 s a 14,000 x g a 4°C.
El sobrenadante que contenia la fraccion citoplasmatica se transfiri6 a un tubo
Eppendorf de 600 pl frio y se almacen6 a -80°C hasta el momento de su uso.
Después de la lisis nuclear; las proteinas nucleares se solubilizaron en 50 ul de
amortiguador de lisis total en presencia del coctel inhibidor de proteasas y se agitd
en vortex 10 s a maxima velocidad. Posteriormente se incubd durante 30 min en
hielo y con agitacion en vértex cada 5 min, transcurrido el periodo de incubacion
se agitd en vortex por 30 s a maxima velocidad, se centrifugd por 10 min a 14,000
x g. El sobrenadante que contenia la fraccidon nuclear se trasfiri6 a un tubo

Eppendorf de 600 pl frio y se almacend a -80°C hasta el momento de su uso.

5.8.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La determinacion de la concentracidon de proteinas en la fraccion nuclear se llevé a
cabo mediante el método de Bradford. Este método se basa en la formacién de un
complejo entre el Azul brillante G y las proteinas contenidas en la solucion el cual
causa un desplazamiento en el maximo de absorcion del azul brillante de 465 a
595 nm, donde la absorbancia obtenida es proporcional a la cantidad de proteina
contenida en la muestra. Durante el procedimiento se realizaron pruebas con la

cantidad de fraccion nuclear requerida para obtener 20 ug de proteina, en
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promedio se utilizan entre 2 y 3 uL de los 50 uL de fraccion nuclear disponible y se
adicionaron 40 pL de reactivo de Bradford. La concentracion de proteinas se

determin6é mediante una curva estandar con ASB 0.01 mg/dL.

5.8.4 Determinacion de la actividad transcripcional de Nrf2

Para determinar la actividad transcripcional de Nrf2 se utilizé un kit comercial de
Active Motif, basado en un ensayo de ELISA. El kit consiste de una placa de 96
pozos los cuales contienen en el fondo de los pozos el oligonucledtido con la
secuencia consenso de unién a los sitios ARE (5'-
GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3") de manera que la forma activa de Nrf2
contenida en los extractos nucleares se une a los oligonucleétidos. La adicién de
anticuerpos primarios anti-Nrf2 reconoce a la proteina Nrf2 que queda unida al
oligonucledtido. El reconocimiento de este complejo se realizd con la adicion de
anticuerpos secundarios acoplados a la HRP y la adicibn de un sustrato. La
formacion del producto de esta reaccién se midié espectrofotométricamente a 450
nm. El protocolo se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
usaron 20 pg de proteinas del extracto nuclear (cuantificadas por el método de
Bradford con el reactivo comercial Sigma, utilizando ASB como estandar) a los
cuales se agregaron el amortiguador de union junto con la muestra (el kit incluye
un control positivo: células COS-7 transfectadas con Nrf2). Posteriormente se
incubé 1 h con los anticuerpos anti-Nrf2 y anticuerpo secundario (usando una
dilucién 1:1000) y se realizaron 3 lavados. Se anadio el reactivo desarrollador de
color que se dejo por 6 minutos y al final se afadio el reactivo para detener la
reaccion. La D.O. se determind en un lector de microplacas multi-modo Synergy™
HT. Los resultados se expresan como el cambio de la densidad 6ptica a 450 n.m.,

dada la activacion de Nrf2.

5.9 Analisis Estadistico

Primera etapa: Los parametros bioquimicos y caracteristicas antropométricas se

analizaron con el programa Graph Pad 5.0 (Graph Pad, San Diego, E.U.A)

mediante una prueba de ANOVA de una via y comparaciones multiples por la
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prueba de Bonferroni, los datos se presentan como la media * error estandar de la
media (EEM).

Segunda etapa: Los datos se analizaron con el programa Graph Pad 5.0 (Graph

Pad, San Diego, EUA) utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para
comparar entre el grupo placebo y curcumina al final del estudio. Para analizar la
variacion de los datos de cada grupo al inicio y al finalizar el tratamiento con

curcumina, se utilizo la prueba de Wilcoxon y una t-no paramétrica.

VI. RESULTADOS

Los resultados se expresan como media *+ desviacion estandar.
6.1 Primera etapa: Evaluacioén del estrés oxidante

6.1.1 Caracteristicas de la poblacién de estudios

Se incluyeron un total de 222 pacientes en el estudio, los cuales fueron
clasificados en cuatro grupos: 77 pacientes sanos en el grupo CTRL, 35 pacientes
en el grupo C-DM, 48 pacientes NEF y 62 pacientes con NEF-DM. Las
caracteristicas poblacionales se presentan en la Tabla 3. El estudio se llevd a

cabo en 125 pacientes hombres y 97 pacientes mujeres.

Debido a que en el grupo C-DM se incluyeron pacientes con 10 afos de evolucion
de la enfermedad, la media de la edad de este grupo es superior a los sujetos
CTRL. En el grupo de NEF, se incluyeron 23 pacientes menores de 40 anos, el
50% de los pacientes se encuentran en un rango intercuartilico de 25 a 56 afos y
en el grupo NEF-DM de 50 a 62 afos, lo que conlleva a que la media sea inferior

en comparacion con el grupo CTRL y C-DM.

En cuanto al IMC los grupos estudiados se encontraron en un estado de
sobrepeso (IMC >25 y <30). Sin embargo, de los 4 grupos de estudio, la media del
grupo con NEF-DM presenté mayor IMC, comparados con el grupo CTRL y NEF.

La hipertension es una enfermedad asociada a factores metabdlicos como la DM,

las cuales en conjunto (y por si mismas) pueden contribuir al desarrollo de la ERC.
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Solo se encontraron diferencias significativas en la presion arterial sistolica (PAS)
en el grupo de NEF-DM con respecto a los grupos CTRL, C-DM y NEF. Por el
contrario, no se observaron cambios en la presion arterial diastélica en los 4

grupos de estudio.

La glucosa sérica en ayunas es el parametro bioquimico fundamental para el
diagnodstico de la DM, por lo que los pacientes en los grupos C-DM y NEF-DM
presentan niveles mayores de glucosa respecto al grupo CTRL y al grupo NEF.
Sin embargo los niveles mas altos de glucosa se presentaron en el grupo NEF-DM
los cuales fueron significativamente mayores comparados al grupo C-DM y NEF,
lo que nos podria sugerir que el descontrol glicémico es uno de los principales
factores para la progresion de nefropatia en estos pacientes. Los niveles de urea y
creatinina séricos en los grupos NEF y NEF-DM son mas altos con respecto al
grupo CTRL y al C-DM, lo que era de esperar ya que estos grupos ya presentan
dafio renal. No se encontraron diferencias significativas en presion arterial

diastdlica, triglicéridos y colesterol total.

Caracteristicas poblacionales: informaciéon antropométrica

y parametros bioquimicos

CTRL n=77 C-DM n=35 NEF n=48 NEF-DM n=62
Género M F M F M F M F

35 42 23 12 24 24 43 19
Edad 51.4 (38-79) 60.4 (36-78) 40 (18-68)*# 55.9 (34-73)e
IMC 27.4 (21.2-42.97) 28.7 (18.6-45.5) 26.6 (19.7-44.3) 29.6 (22.5-38.9)*e
PAS 113 (80-160) 120 (90-155) 106 (80-190) 131 (105-185)*#e
PAD 75 (60-100) 78 (50-100) 72 (55-110) 77 (60-100)
Glucosa 92 (72-118) 139 (41-313)* 88 (67-124)% 131 (56-425)*e
Triglicéridos 163 (53-350) 167 (50-359) 171 (64-444) 192 (68-602)
Colesterol 197 (130-305) 174 (63-262) 206 (105-562) 184 (83-324)
Urea 28 (13-54) 44 (13.2-199) 77 (15-227)# 90 (30-167)*#
Creatinina 0.78 (0.48-1.2)  1.18 (0.15-1.38)  2.54(0.75-9.19)# 2.8 (0.8-9.5)#

Tabla 3. Caracteristicas poblaciones: informacion antropométrica y parametros
bioquimicos. Los resultados se presentan como la media (valor minimo- valor
maximo). M: masculino; F: femenino. (p<0.05) *vs. CTRL; # vs. C-DM; e vs. NEF
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6.1.2 Evaluacion del estrés oxidante en la poblacion de estudio

6.1.2.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante
Para evaluar la capacidad antioxidante de los grupos de estudio, se realizaron los
ensayos de DPPH y ORAC.

a) La capacidad de atrapamiento del radical DPPH en el plasma de los grupos C-
DM y NEF-DM es menor con respecto al grupo CTRL (29.5% y 27.8%,
respectivamente) la cual se relaciona con el curso de la DM y la nefropatia de
etiologia diabética. Se observé una ligera disminucion de la capacidad de
atrapamiento del radical DPPH del grupo NEF-DM con respecto al grupo NEF

(17.9%), sin embargo ésta diferencia no fue significativa (Fig. 8a).

b) Para la evaluacién de la capacidad de atrapamiento de radicales libres del
oxigeno por el método de ORAC no se observaron diferencias significativas (Fig.
8b).

Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

—
)
N

(b)

T S 51

9 e

8 _§ 4] —

° * == * (S —

goI -I— 8 3- —_

£a P °

co i g e

S5 B £ 2 s

E |:|:.:|:.:|: o | Bt peeee

g A S e

G e 2 1- s

=] Lol 3 e

® e s e

°\° --I--- L] E o L] L] L]
N @& S & \»

;P & ((3,0 K &~ N 69
S S

Figura 8. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de (a) DPPH
y (b) ORAC en plasma. Los resultados se presentan como la mediaztEEM, n=
222. (a) *p<0.05 vs CTRL. (b) No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos de estudio.




6.1.2.2 Marcadores de estrés oxidante
a) Concentraciéon de malondialdehido

La concentracion de MDA en plasma proporciona un indice de la peroxidacion de
lipidos y la actividad natural de componentes antioxidantes del plasma para
prevenir dicho dafio. En los grupos de estudio se observo que la peroxidacion de
lipidos aumenta en los grupos C-DM y NEF (3.65+1.88 y 3.56+2.03,
respectivamente) respecto al control (2.66 + 1.38), lo que indica que el estrés
oxidante esta asociado al dafo en lipidos generado durante el curso de estos

padecimientos (Fig. 9a).
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Figura 9a. Concentracion de malondialdehido (MDA) en plasma. Los
resultados se presentan como la mediaztEEM, n= 222. *p<0.05 vs CTRL.

b) Concentraciéon de GSH

Para determinar el estado redox de las muestras, se cuantificd la concentraciéon de
GSH en plasma. La disminucion de la concentraciéon de GSH en los grupos C-DM,
NEF y NEF-DM (2.76+1.61, 3.26+1.82, 2.97+1.43, respectivamente) con respecto
al CTRL (6.12 + 2.68) esta relacionado con el déficit de la capacidad antioxidante
presente en pacientes con nefropatia y DM, por lo que se observd una menor
concentracion de glutatiéon en los grupos DM, NEF y NEF-DM comparado con el
grupo CTRL (Fig. 9b).

b)
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Figura 9b. Concentracion de glutation (GSH) en plasma. Los resultados se
presentan como la mediazEEM, n= 222. *p<0.05 vs CTRL.

c) Concentracion de GSSG

Un parametro para evaluar el desbalance redox en plasma es el de cuantificaciéon
de GSSG, en poblaciones con disfuncién renal o DM, la concentracion plasmatica
de GSSG aumenta indicando un mayor dafio por estrés oxidante, contrario a esto
se observo que en el grupo C-DM las concentraciones de GSSG disminuyen
respecto al CTRL (0.41+0.38, 0.85+0.77, respectivamente); sin embargo y
consistente con lo que se ha informado anteriormente los grupos NEF y NEF-DM
(0.96+0.63, 0.77+0.46) presentan un aumento significativo de las concentraciones
plasmaticas de GSSG respecto al grupo C-DM, incremento que podria estar
mediado por la disfuncién renal que a su vez esta asociado con el dafio generado
por estrés oxidante (Fig. 9c).
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Figura 9c. Concentracién de glutation disulfuro (GSSG) en plasma. Los resultados
se presentan como la mediazEEM, n= 222. *p<0.05 vs CTRL, #p<0.05 vs C-DM.
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d) Cociente GSH/GSSG

El cociente de GSH/GSSG (Fig. 9d) se utiliza para conocer qué tanto del GSH se
esta oxidando en condiciones normales. Los resultados revelan que el cociente
GSH/GSSG mas bajo fue identificado en los grupos C-DM, NEF y NEF-DM
comparadas con el CTRL (6.59+1.12, 3.86+0.96, 4.17+0.81, 9.49+1.10

respectivamente).
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Figura 9d. Cociente GSH/GSSG. Los resultados se presentan como la
mediatEEM, n=222. *p<0.05 vs CTRL.

6.1.2.3 Actividad de enzimas antioxidantes en plasma

La evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes nos brinda un panorama
del sistema natural antioxidante. La actividad de la enzima GPx (Fig. 10a) en
pacientes que cursan con nefropatias disminuyeron de manera significativa en los
grupos NEF y NEF-DM con respecto al CTRL (0.23+0.10, 0.22+0.10 y 0.42+0.39)
ademas el grupo NEF-DM también presenta una disminucion en la actividad de
GPx con respecto al grupo C-DM (0.34+0.11).

Dicha disminucién puede estar asociada a que este grupo cursa con nefropatia de
etiologia diabética. La actividad de la enzima GR en los grupos de estudio no

presenté ningun cambio significativo durante esta etapa del estudio (Fig. 10b).
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Figura 10. Actividad enzimatica antioxidante en plasma (a) GPx y (b) GR. Los
resultados se presentan como la mediaztEEM, n=222. (a) *p<0.05 vs CTRL,
#p<0.05 vs C-DM. (b) No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos.

6.1.2.4 Actividad de enzimas antioxidantes en eritrocitos

La actividad de la enzima SOD en el grupo C-DM se encontrd ligeramente
incrementada con respecto al CTRL (69.68+£25.10, 58.35+33.35), sin embargo
este aumento en su actividad no fue significativo. En cambio, los grupos NEF y
NEF-DM (43.01£24.01, 47.73+22.30) presentaron una disminucién en la actividad
de esta enzima con respecto al C-DM y sélo NEF presenté una disminucion

significativa respecto al CTRL (Fig. 11a).

La actividad de CAT en el grupo C-DM se ve inducida con respecto al CTRL
(0.5940.23, 0.37+0.18). En los grupos NEF y NEF-DM (0.14+0.10, 0.26+0.25) se
observo que ésta enzima se encuentra significativamente disminuida respecto al
CTRL y C-DM, ademas se observé que en el grupo NEF-DM la actividad de CAT

se encuentra aumentada respecto al grupo NEF (Fig. 11b).
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Figura 11. Actividad enzimatica antioxidante en eritrocitos (a) SOD y (b) CAT.
Los resultados se presentan como la mediatEEM, n= 222. (a) *p<0.05 vs CTRL,
#p<0.05 vs C-DM. (b) *<0.05 vs CTRL, #p<0.05 vs C-DM, +p<0.05 vs NEF.

6.2 SEGUNDA ETAPA.

6.2.1 Evaluacion de la suplementacién oral con curcumina

Después de evaluar los parametros bioquimicos y los marcadores de estrés
oxidante de los pacientes en la primera etapa, se seleccionaron 98 pacientes con
nefropatia de cualquier etiologia los cuales fueron aleatorizados para recibir el
tratamiento con curcumina (CUR) o placebo (PBO). Las determinaciones se
realizaron al inicio y final de estudio, comparando los grupos CUR vs PBO,
ademas se realizd una asociacion de la respuesta del tratamiento con curcumina y
placebo en pacientes nefrépatas diabéticos y no diabéticos. Los grupos de estudio
fueron los siguientes: pacientes no diabéticos con placebo (NDP), pacientes no
diabéticos con curcumina (NDC), pacientes diabéticos con placebo (DP) y

pacientes diabéticos con curcumina (DC).

Se evaluaron los parametros bioquimicos y caracteristicas antropométricas al
inicio y al final de las 8 semanas de tratamiento para el grupo con PBO y el grupo
CUR. Los resultados se presentan en la Tabla 4 como la media + DEM asi como

el valor p obtenido mediante el analisis estadistico con una prueba no paramétrica
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Wilcoxon utilizando el software Graph Pad 5.0 (Graph Pad, San Diego, EUA). No
se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados

entre los grupos de estudio después del tratamiento.

Parametros bioquimicos y antropométricos
de los grupos de estudio

Placebo n=44 Curcumina n=54
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
27.95+ 4.18 27.43+ 6.28 27.89+ 5.12 28.07+ 5.19
p=0.8623 p=0.1496
113.63+£ 20.28 112.89+18.87 129.61+23.39 126.67+ 20.88
p=0.3796 p=0.2681
72.26+ 1046 72.16+£11.18 77.43+15.86 75.96+ 10.76
p=1.00 p=0.1719
102.39+ 38.72 107.71+£42.95 116.06+62.57 106.20+40.71
p=0.6634 p=0.5155
TG 179.95+ 98.33 171.66+92.27 158.65+ 58.54 157.49+ 68.02
p=0.9653 p=0.8737
Colesterol 192.26+ 101.9 179.47+89.71 184.77+39.9 182.87+53.59
p=0.0679 p=0.9326
Urea 12.63+5.60 13.21+6.49 15.11+8.48 16.46+16.49
Proteinuria 3.71+ 3.6 3.17+ 3.33 471+ 3.45 448+ 2.89
p=0.1511 p=0.5115
Creatinina 2.20%1.18 2.34+%1.24 2.88+1.90 3.17+2.54
VFG 45.14+ 30.41 41.66+ 28.06 37.46+29.35 36.86+ 31.14
p=0.0306 p=0.2726

Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos de los grupos de estudio. Los
resultados se presentan como la media + DEM. IMC: indice de masa corporal,
PAS: Presion arterial sistdlica, Presion arterial diastodlica, TG: Triglicéridos, VFG:
Velocidad de filtracion glomerular. Valor p obtenido mediante prueba no
paramétrica por el método de Wilcoxon.

6.2.2 Evaluacion del estrés oxidante

6.2.2.1 Efecto de la curcumina sobre la capacidad antioxidante

a) Método de DPPH. El tratamiento con curcumina es capaz de atenuar el dafio
ocasionado por estrés oxidante, atrapando radicales como DPPH en plasma, sin
embargo bajo las condiciones experimentales y el tiempo de exposicién al
tratamiento oral con curcumina no se observaron diferencias significativas en el
ensayo en los grupos CUR y PBO (16.68+5.83, 16.24+5.10) (Fig.12a).
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b) Método de ORAC. Si bien la curcumina es capaz de atrapar ERO
directamente, la capacidad antioxidante por el método de ORAC en plasma no
hace evidente algun cambio significativo en los grupos de estudio, pero si una
tendencia en el aumento de la capacidad antioxidante comparada con Trolox (un
analogo de la vitamina E, utilizado para la curva estandar) en los grupos que
recibieron curcumina comparado con el grupo PBO (CUR final 3177+932.50, PBO
final 3091+£957.60) (Fig.12b).

Efecto de la curcumina sobre la capacidad antioxidante
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Figura 12. Efecto de la curcumina sobre la capacidad antioxidante por el
método de (a) DPPH y (b) ORAC en plasma. Los resultados se presentan como
la mediazEEM, n=98. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
en los dos ensayos.

6.2.2.2 Marcadores de estrés oxidante
a) Efecto de la curcumina sobre la concentracion de MDA

El efecto antioxidante de la curcumina es capaz de disminuir los niveles de MDA
en plasma evitando la oxidacion de lipidos por estrés oxidante. Se observd una
disminucién significativa de los niveles de MDA en pacientes que fueron
administrados oralmente con curcumina después de un periodo de 8 semanas con
respecto a los valores basales obtenidos previos a dicha administracion (CUR
inicial 3.69%2.03, CUR final 2.85+1.14). Se realizd6 un segundo analisis
complementario a este cambio significativo para observar la asociacién de la

nefropatia y la DM con respecto a la concentracion plasmatica de MDA después
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del tratamiento con curcumina, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre estos grupos (Fig.13a).

Efecto de la curcumina sobre marcadores de estrés oxidante
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Figura 13a. Concentraciéon de malondialdehido (MDA) en plasma. Los
resultados se presentan como la mediatEEM, n=98. (1) *p<0.05 CUR FINAL vs
CUR INICIAL. (2) No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

b) Efecto de la curcumina sobre la concentracion de GSH

Es posible observar que el grupo de pacientes con tratamiento oral de curcumina
presenta una mayor concentracion de GSH en plasma con respecto a los
pacientes que recibieron PBO (CUR final 3.40+1.44, PBO final 3.02+0.93) asi
como una concentracion menor de GSSG. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio, pero si una tendencia al aumento de la
concentracion de GSH y un descenso de GSSG (PBO inicial 0.86+0.54, PBO final
0.77+£0.42/CUR inicial 0.91+0.57, CUR final 0.86+0.73), esto ocurre cuando existe
una mayor cantidad de GSH haciendo una proporcion significativa entre el GSH
que se esta oxidando y la busqueda de proteger a las células contra el dafio por
estrés oxidante (Fig. 13b).
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1) Concentracion GSH en plasma 2) Concentracion GSSG en plasma
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Figura 13b. (1) Concentracion de glutation (GSH) y (2) Concentraciéon de
glutation disulfuro (GSSG) en plasma. Los resultados se presentan como la
mediazEEM, n=98. (c,d) No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos.
c) Cociente GSH/GSSG
Para cuantificar el estado de estrés oxidante en el que se estan los grupos de
estudio, se calculé el cociente GSH/GSSG (Fig. 13c), donde se observa que el
grupo evaluado con CUR sugiere una disminucion al finalizar el tratamiento (CUR
inicial 4.11+£7.22, CUR final 3.30+£3.24) del estrés y el grupo PBO se ve un
aumento (PBO inicial 3.80£5.11, PBO final 4.90+9.60).

GSH/GSSG

Concentracion (nM)

Figura 13c. Cociente GSH/GSSG. Los resultados se presentan como la
mediatEEM, n=98. (e) No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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6.2.2.3 Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes

a) Efecto de la curcumina sobre la actividad de GPx en plasma.

La actividad de esta enzima en el grupo CUR (CUR inicial 0.20+0.06, CUR final
0.231£0.22) al final del tratamiento con curcumina de 8 semanas presentd un
incremento significativo con respecto a los valores iniciales reportados por el
mismo grupo. Debido a la presencia de este cambio en la actividad de GPx se
realizé un segundo analisis para evaluar el efecto de la curcumina en nefropatias
de etiologia diabética y no diabética. Se observdé una induccién mayor de esta
enzima en el grupo de pacientes con nefropatia de etiologia diabética (DC inicial
0.18+0.10, DC final 0.21+£0.06) que recibieron el tratamiento de curcumina

respecto a los valores iniciales descritos por el mismo grupo (Fig 14a).

Efecto de la curcumina sobre la actividad de enzimas antioxidantes
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Figura 14a. Actividad GPx en plasma. Los resultados se presentan como la
mediatEEM, n= 98. (a) *p<0.05 CUR FINAL vs CUR INICIAL. (b) *p<0.05 DC
FINAL vs DC INICIAL.
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b) Efecto de la curcumina sobre la actividad de GR en plasma; SOD y CAT en
eritrocitos.

El tratamiento con curcumina es capaz de inducir la actividad de enzimas
antioxidantes como GR (CUR inicial 0.13+0.09, CUR final 0.11+0.05), SOD (CUR
inicial 40.47+19.90, CUR final 46.46+20.67) y CAT (CUR inicial 0.15£0.10, CUR
final 0.15+0.09) mediante la activacién de la via de Nrf2, para prevenir el dafo
causado por ERO. Sin embargo no se observé ningun cambio significativo en la
actividad de estas enzimas en ninguno de los grupos de estudio bajo las
condiciones experimentales utilizadas ni el periodo de exposicion al tratamiento

con curcumina (Fig. 14b).
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3) Actividad de CAT en eritrocitos
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Figura 14b. (1) Actividad glutation reductasa (GR) en plasma; (2) superéxido
dismutasa (SOD) y (3) catalasa (CAT) en eritrocitos. Los resultados se
presentan como la mediatEEM, n=98.
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6.2.2.4 Efecto de la curcumina sobre la induccion del factor de transcripciéon
Nrf2

Para la evaluacion de la activacion del factor de transcripcion Nrf2 se
seleccionaron de manera aleatoria 38 pacientes. El tratamiento oral de curcumina
indujo Nrf2 ligeramente en algunos pacientes (CUR inicial 0.12+0.10, CUR final
0.15+0.18), sin embargo estos cambios no fueron significativos, comparados con
el grupo PBO (PBO inicial 0.14+0.15, PBO final 0.11+0.15) (Fig. 15).

Efecto de la curcumina sobre la induccién del factor de transcripciéon Nrf2
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Figura 15. Activacion de Nrf2 en nucleos Los resultados se presentan como la
mediatEEM, n=98, no se encontraron diferencias significativas.

VII. DISCUSION

Actualmente los padecimientos metabdlicos han adquirido una gran relevancia a
nivel mundial, debido al constante estrés bajo el que se encuentra la poblacion, la
mala alimentacion y la predisposicion genética. Dentro de las mas importantes se
encuentra la DM, que esta asociada con altos niveles de glucosa y resistencia a la
insulina. (Altuve et al.,, 2014). Una de las complicaciones mas graves de este
padecimiento es la ERC, la cual puede generar un dano irreversible a nivel tisular
hasta requerir la terapia de sustitucion de la funcién renal y en casos mas severos

genera complicaciones cardiovasculares e incluso la muerte del paciente. Debido
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al aumento en la prevalencia de la ERC en México, la busqueda de terapias
adyuvantes para atenuar su progresion y disminuir los costos generados a nivel
sector salud publico y privado son puntos clave en la investigacién (Guia de
Practica Clinica, 2009).

Durante la primera etapa de este estudio, se evalud el perfil bioquimico de los
sujetos en los grupos de estudio, donde se incluyeron los valores de glucosa,
triglicéridos, colesterol, urea y creatinina; asi como los parametros
antropomeétricos: género, edad, IMC, PAS-PAD y marcadores de estrés oxidante

para evaluar su asociacion con la ERC.

Es importante destacar que los sujetos en los grupos de estudio presentaban
sobrepeso, indicado por los niveles de IMC reportados durante la primera etapa
los cuales oscilan entre 26.6 y 29.6 Kg/m?. En diversos estudios se ha encontrado
que la presencia de obesidad en pacientes no diabéticos puede desencadenar en
el desarrollo del sindrome nefrético, el cual esta caracterizado por la presencia de
proteinuria y glomerulosclerosis (King y Loeken, 2004). La glomerulosclerosis es la
principal causa de disminucion de la VFG durante la ERC, debida a que el factor
de crecimiento transformante beta (TFG-) induce apoptosis, el desprendimiento
de la membrana glomerular y la expansion del mesangio, los cuales reducen el
volumen de la superficie de filtracion glomerular y por consiguiente, la VFG
disminuye conforme al desarrollo de la ERC en sus diferentes estadios (Lépez

Hernandez y Lopez-Novoa, 2012).

Los niveles de glucosa en los grupos C-DM y NEF-DM (139 y 131 mg/dL,
respectivamente), aumentaron comparados con el grupos CTRL o sujetos
normoglucémicos (92 mg/dL). Esta anomalia en las concentraciones de glucosa
en ayuno, son propias de la patologia de la DM. En estudios recientes se ha
encontrado que los altos niveles de glucosa estan directamente asociados al

desarrollo de la progresion de la ERC (Guia de practica clinica, 2009).

Los valores de triglicéridos en todos los grupos se encuentran aumentados, debido

posiblemente, al resultado del desequilibrio entre la ingesta calérica y el gasto
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energético, ademas es importante sefalar que durante el transcurso de este
estudio la dieta no fue un parametro controlado a pesar de que los pacientes que
cursan con ERC requieren de una dieta baja en ingesta de sal, grasas y purinas
(Guia de practica clinica, 2009). La ERC esta relacionada con los frecuentes
cambios en la concentracion de urea y creatinina. Con respecto a los valores de
urea, se encontré que las alteraciones en la funcion renal estan asociadas al
aumento de este parametro, lo cual es consistente con lo encontrado en los
grupos NEF y NEF-DM (77 y 90 mg/dL, respectivamente) ya que estos se
encuentran por encima de los valores de referencia (15-45 mg/dL) (Lopez-
Cervantes et al., 2009).

El estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo de diversos
padecimientos. En diversos estudios se ha demostrado que la produccién de ERO
en altas concentraciones de glucosa incrementa de manera significativa en
pacientes con DM y nefropatias de etiologia diabética (King y Loeken, 2004), este
incremento es considerado como un mediador de la progresion a la intolerancia de

la glucosa y el desarrollo de sus complicaciones (Bandeira et al., 2012).

Autores como Aouacheri y colaboradores (2014) han encontrado que en los
pacientes con DM existe una deficiencia mayor entre el sistema de defensa
antioxidante natural y la produccion de ERO. Los pacientes con DM y sus
complicaciones presentan un estado de estrés oxidante mas severo que las
personas sanas. Los resultados obtenidos durante la primera etapa de este

estudio concuerdan con lo antes descrito (Gugliucci y Menini, 2014).

Los ensayos de evaluacion de atrapamiento de radicales libres y ERO en la
primera etapa, indican que los pacientes de los grupos C-DM y NEF-DM
disminuyen de manera significativa en la capacidad de atrapamiento del radical
DPPH con respecto al grupo control, probablemente ocasionado por los altos
niveles de glucosa que favorecen la produccion de ERO, mientras que el ensayo
de ORAC no se encontraron cambios significativos en ninguno de los grupos de
estudio.
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La concentracién de MDA en plasma fue evaluada como un indice de la oxidacién
de lipidos y marcador de dafo renal. Los resultados obtenidos indican que debido
al estado hiperglucémico de los sujetos del grupo C-DM la concentracion
plasmatica de MDA aumenta significativamente con respecto al grupo CTRL y por
consiguiente existe un aumento en la peroxidacion de lipidos de membrana, asi
mismo la concentracion de MDA en el grupo NEF aumenta significativamente con
respecto al grupo CTRL debido al dafio renal desarrollado en sujetos que cursan

con nefropatias de etiologia no diabética proteinurica (Bandeira et al., 2012).

Los altos niveles de glucosa en estos pacientes generan efectos negativos, ya que
se ha encontrado que la hiperglucemia en la DMT2 conduce a una inhibicion de la
actividad de las enzimas antioxidantes como la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
GPx y GR como resultado del déficit en el estado redox de estos pacientes. La
elevacion de la actividad de enzimas como SOD y CAT asi como el agotamiento
de la concentraciéon de GSH se han descrito ampliamente en pacientes con DM
(Aouacheri et al., 2014).

En la primera etapa, se encontr6 que la actividad de GPx disminuye
significativamente en los grupos NEF y NEF-DM comparado con el grupo CTRL y
en el grupo NEF-DM con respecto al grupo C-DM, afectando de igual manera a
GSH, lo cual puede estar asociado a que GPx esta involucrada de manera directa
en el ciclo para regenerar GSH. Los resultados en la actividad de la enzima SOD
demuestran un ligero aumento en los sujetos del grupo C-DM lo cual es
consistente con estudios previos en los cuales se considera a este aumento como
un mecanismo de defensa celular para revertir los danos generados por estrés
oxidante, sin embargo este mecanismo no ha sido del todo explicado (Bandeira et
al., 2012).

Se observé ademas que la actividad de SOD disminuye significativamente en el
grupo NEF con respecto al CTRL y en el grupo NEF y NEF-DM con respecto al
grupo C-DM como consecuencia del dafio celular generado por estrés oxidante.
De manera consistente la actividad de la enzima CAT en el grupo C-DM aumenta
con respecto al grupo CTRL y NEF-DM con respecto al grupo NEF y disminuye
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significativamente en los grupos NEF y NEF-DM con respecto al CTRL y al grupo

C-DM, probablemente por la misma razén antes mencionada.

Para la segunda etapa de este estudio se seleccionaron de manera aleatoria a 98
sujetos de la primera etapa, los cuales se dividieron en el grupo controlado con
placebo y el grupo con curcumina. En este estudio el objetivo mas importante fue
observar los efectos generados tras la suplementacién oral de 4 g de curcumina
después de cada comida durante un periodo de 8 semanas en pacientes que
cursan con ERC proteinurica de cualquier etiologia. Se evalu6 el perfil bioquimico
y marcadores de estrés oxidante para comparar los resultados obtenidos al

finalizar el estudio.

Los resultados obtenidos del perfil bioquimico y antropométrico de la segunda
etapa, no presentaron cambios significativos al finalizar el tratamiento con
curcumina, pero si una tendencia a disminuir la concentracion de glucosa en los
grupos CUR inicial y CUR final (116.06£62.57 y 106.20+£40.71, respectivamente).

Los grupos con alto riesgo para desarrollar ERC incluyen pacientes que cursan
con diabetes e hipertension (Flores et al., 2009). El estudio clinico del paciente

diabético para clasificarlo como nefrépata es la proteinuria (KDOQI, 2007).

Los hallazgos en la fase dos del estudio, revelaron que el tratamiento con
curcumina no modifica los niveles de proteinuria en los grupos evaluados, la
proteinuria se presenta debido a una anormalidad en la membrana glomerular. Sin
embargo se ha demostrado que en la nefropatia diabética, la administracién con
curcumina es capaz de atenuar la proteinuria mediante el bloqueo de sefalizacion
de citocinas pro-inflamatorias como la IL-8 y el TGF-B que regulan la proliferacion,
diferenciacion, adhesion, migracion y otras funciones en muchos tipos de células
(Khajehdehi et al., 2011).

Para la evaluacion de la capacidad de atrapamiento de radicales libres y ERO en
la segunda etapa, el tratamiento con curcumina, no indujo cambios significativos

en estos ensayos. Sin embargo, en estudios in vivo con curcumina, se ha
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demostrado que este antioxidante es capaz de atrapar el radical DPPH en plasma

de pacientes con DM y nefropatias (Ak y Gulgin, 2008).

La concentracion de MDA disminuye de manera significativa en el grupo CUR final
con respecto al grupo CUR inicial, después del tratamiento con curcumina, lo cual
demuestra que la curcumina es capaz de atenuar significativamente Ila
peroxidacion lipidica y el deterioro de los lipidos de membrana celular ocasionados

por la produccién de ERO en sujetos que cursan con ERC (Ayala et al., 2014).

La actividad de GPx en el grupo CUR final aumenta significativamente respecto al
grupo CUR inicial y en el grupo DC final con respecto al grupo DC inicial. La
enzima GPx es capaz de reducir perodxidos lipidicos como MDA vy otros
hidroperoxidos organicos considerados como productos altamente citotoxicos (El-
Bahr, 2014). Por otro lado Yarru y colaboradores (2009) demostraron el efecto
positivo de la suplementacion de curcumina en aves que fueron alimentadas con
aflatoxina B1, la cual brindd una mayor proteccion antioxidante en higado

mediante la induccion de la expresion del gen que codifica para la enzima GPx.

Los resultados encontrados en estos estudios son consistentes con nuestros
resultados ya que se observo una disminucion en los niveles de MDA mediado por
el aumento significativo en la actividad de GPx en plasma después del tratamiento
con curcumina. Se requiere de un nivel optimo de GPx para mantener una
respuesta protectora contra el H,O, bajo condiciones fisiolégicas normales (Goyal
et al., 2011). Haciendo una comparacion del estado inicial y final de esta enzima
es posible observar la contribucion de la nefropatia con la inhibicion de esta

enzima, asi como su induccion mediada por la suplementacion de curcumina.

Las concentraciones elevadas de SOD se encuentran por una variante de SOD
extracelular (EC-SOD) en la DM comparada con los grupos control (Bandeira et
al., 2012). El aumento en la actividad de SOD sugiere la presencia de un
mecanismo de defensa debido a la exacerbada produccién de ERO, lo cual a su
vez requerira una mayor actividad de la enzima CAT. En este escenario se ha

descrito a la hiperglucemia como un generador de ERO (Yang et al., 2009).
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Debido al mecanismo de accion bifuncional de la curcumina, se ha informado que
ésta puede proteger a las células del estrés oxidante indirectamente induciendo a
Nrf2 (Tapia et al., 2013). EI Nrf2 es el encargado de regular la expresion de genes
de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx, GR y glutatién-s-transferasa
(GST) (Dinkova-Kostova y Talalay, 1999), sin embargo bajos las condiciones en
las que se realizaron este estudio no se encontraron diferencias significativas en la
actividad de las enzimas SOD, CAT y GR

La activacion del factor de transcripcion Nrf2 se evalué en 38 pacientes de la
segunda etapa, los cuales fueron seleccionados de manera aleatoria. El
tratamiento oral de curcumina indujo Nrf2 ligeramente en algunos pacientes (CUR
inicial 0.12+0.10, CUR final 0.15+0.18), sin embargo bajo las condiciones del
estudio estos cambios no fueron significativos, comparados con el grupo PBO
(PBO inicial 0.14+0.15, PBO final 0.11£0.15). Choi y colaboradores (2014)
encontraron que Nrf2 es capaz de brindar proteccion antioxidante a células
renales mediante la regulacién positiva de un arreglo de genes antioxidantes que
atenuan la produccion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion
mediante el uso de activadores naturales de Nrf2, los cuales han demostrado su
capacidad antioxidante y antiinflamatoria en el curso de la ERC los cuales
prometen ser una estrategia eficaz para el mejoramiento y retardo de la progresion
del dafo renal. Dentro de estos activadores naturales de Nrf2 se encuentran la
curcumina, el sulforafano, el acido nordihidroguayarético (NDGA), el resveratrol y

los aldehidos cinamicos.

Finalmente, es importante mencionar que la duracion del estudio, la dosis
administrada de curcumina, el apego al tratamiento y la falta de control del
régimen alimenticio de los sujetos de estudio no permitié observar los efectos
renoprotectores esperados de la suplementacion con curcumina. El control de los
estudios clinicos resulta mas complicado que en los estudios in vivo e in vitro por
lo que se requiere de un mayor control en estudios realizados con pacientes. En
México la educacion al paciente sobre el apego al tratamiento, apego al régimen

alimenticio y posibles reacciones adversas relacionadas a medicamentos,
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suplementos alimenticios y dispositivos médicos han sido un problema latente ya
que desgraciadamente no existe una cultura de retroalimentacién del médico o del
farmacéutico clinico para guiar al paciente al uso racional de medicamentos. La
Secretaria de Salud ha lanzado campafas a favor de la farmacovigilancia y del
uso racional de medicamentos, sin embargo estas campafas son muy recientes y
requieren de mayor difusion para que estas lleguen tanto a médicos,

farmacéuticos y a pacientes en general.

VIIl. CONCLUSIONES

e En pacientes con DM y nefropatia de etiologia diabética la actividad de
enzimas antioxidantes como CAT y SOD se encuentra sobreexpresada
probablemente como un mecanismo de atenuacién del dafio generado por
estrés oxidante.

e Los hallazgos en este estudio sugieren que la administracion oral con
curcumina en pacientes con nefropatia proteinurica disminuye la
concentracion de MDA e induce la actividad de la enzima GPx en plasma.

e Bajo las condiciones en las que se realiz6 el estudio (dosis de curcumina
administrada, duracion del estudio, control del tratamiento y apego de los
pacientes al tratamiento) la administracion de curcumina no modificd los
parametros bioquimicos, antropométricos y otros marcadores de estrés
oxidante evaluados.

e La curcumina en este estudio no fue capaz de incrementar la activacion del

factor de transcripcién Nrf2 mediante la via Keap1/Nrf2/ARE.

XIX. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de la curcumina en pacientes con ERC a mayor dosis,
tiempo de exposicion y control estricto del régimen alimenticio.
e Evaluar si el uso de otros antioxidantes como sulforafano y NDGA (acido

norhidroguayarético) atenuan la progresion a la fase terminal de la ERC.
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ANEXO I.

Normal
2 Sobrepeso
IMC (kg/m’) Preobeso
(Guia Practica Clinica, 2011). Obeso
Obeso Tipo |
Obeso Tipo
Obeso Tipo llI
Optima
PAS (mmHg) Ngrmal
(Guia Practica Clinica, 2014). Normal Alta
Hipertensién Leve
Hipertension Moderada
Hipertensiéon Grave

Optima
PAD (mmHg) Normal
(Guia Practica Clinica, 2014). Normal Alta

Hipertensién Leve
Hipertensién Moderada
Hipertensiéon Grave

Glucosa (mg/dl) Mujeres
(Olay-Fuentes et al., 2013). Hombres
Triglicéridos (mg/dl) Mujeres
(Olay-Fuentes et al., 2013). Hombres
Colesterol (mg/dl) Mujeres
(Olay-Fuentes et al., 2013). Hombres
Urea (mg/dl) Mujeres
(Olay-Fuentes et al., 2013). Hombres
Creatinina (mg/dl) Mujeres

(Olay-Fuentes et al., 2013). Hombres

18.5-24.99
225.0
25.0-29.99
230.0
30.0-34.99
35.0-39.99
240.0

<120
120-129
130-139
140-159
160-179

>180

<80
80-84
85-89
90-99
100-190
>190

70-115
74-106
80-150
70-200
160-200
155-195
17.1-56
19.0-58
0.6-1.1
0.7-1.3

Tabla 5. Valores de Referencia de parametros bioquimicos y antropométricos de

la poblacion mexicana
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