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RESUMEN

Antecedentes: La ficocianina (FC) es un nutracéutico antioxidante de origen
proteico empleado en la formulacion de diversos alimentos. Posee diversas
propiedades, entre ellas la de anti-oxidante. Por otra parte, el cisplatino (CP) es un
antineoplasico empleado en todo el mundo para el tratamiento de tumores,
desafortunadamente induce dafio renal en un 30% de los pacientes. Uno de los
mecanismos involucrados en el dafio renal es el estrés oxidante, por lo tanto el

consumo de antioxidantes puede ser relevante para atenuar este dafo.

Justificacion: EI CP es un farmaco eficaz en el tratamiento de tumores sdlidos.
Sin embargo, su efecto secundario mas importante es la nefrotoxicidad
relacionada con el estrés oxidante. De esta manera y considerando que la FC es
un nutracéutico con capacidad antioxidante, se propone que este compuesto
puede reducir los efectos nefrotoxicos del CP. Nuestro estudio contribuira a la
busqueda de compuestos de origen natural que puedan emplearse para prevenir

el dano renal inducido por CP.

Hipétesis: Si la FC atenua el estrés oxidante y las alteraciones mitocondriales,
entonces su administracion reducira la nefrotoxicidad inducida por CP en ratones
CD-1.

Objetivo general: Determinar si el nutracéutico FC protege contra el dafio renal
inducido por cisplatino en ratones CD-1 e investigar el mecanismo de accién
mediante la determinacion de enzimas antioxidantes, el dano oxidante y la funcién

mitocondrial.

Resultados: La FC empleada presentd actividad antioxidante in vitro contra
peroxinitrito, oxigeno singulete, peroxilo, hidroxilo, superdxido y peréxido de
hidrogeno. En ratones CD-1, la FC previno el dafo renal por CP de manera dosis-
dependiente (5-30 mg/kg i.p.). Dicho dafo se evalué mediante la medicion de

creatinina, nitrégeno de urea plasmatica (BUN) y por estudios histologicos. La FC



redujo los marcadores de estrés oxidante empleados (contenido renal de
malondialdehido, 4-hidroxinonenal y proteinas oxidadas). Se encontré que la FC
previno la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes: glutation
reductasa (GR), glutation-S-transferasa (GST) y catalasa (CAT). Los datos de
oximetria de los grupos: testigo, FC (30 mg/kg i.p.), CP (22 mg/kg i.p.) y FC+CP
revelaron que la FC previene la disfuncion mitocondrial evaluada tanto con
malato:glutamato como con succinato, como sustratos; atenud la reduccion del
indice del coeficiente respiratorio (ICR). El pre-tratamiento con FC previno la
pérdida del potencial de membrana, la reduccion del manejo de calcio
mitocondrial, redujo el dafio oxidante (actividad de aconitasa, contenido de
glutation reducido), ademas previene la reduccion de la actividad de enzimas

antioxidantes mitocondriales (GPx y CAT).

Conclusién: El nutracéutico FC previene el dafio renal y la disfuncién mitocondrial
inducidos por CP en ratones CD-1. El efecto protector de la FC en el modelo in
vivo, se asocié con la actividad antioxidante de la FC contra las especies
inducidas por CP. La proteccion de la FC en los ratones CD-1 se asocié con la
atenuacién del estrés oxidante y la prevencion en la pérdida de la actividad

antioxidante tanto en el rindn como en las mitocondrias renales.



1 INTRODUCCION

1.1 Alimentos funcionales

En diversos estudios se ha demostrado la relacion entre los alimentos y la salud
(Jones y Varady, 2008; Rudkowska y Jones, 2007). De este modo se ha
observado un interés mayor en el area de interaccion alimentos-salud o de los
alimentos funcionales y la busqueda de productos naturales lo que lleva a altas

ventas a nivel internacional (Bech-Larsen y Scholderer, 2007).

La investigacion de estos alimentos surgido en Japon, pais que sigue siendo el
principal innovador. El término alimento funcional define a un grupo de alimentos
con propiedades benéficas para la salud que van mas alla de las claramente
adscritas a los nutrientes que contienen (Quinna et al., 2013; Ferguson, 2009;
Jones y Varady, 2008).

Estos tienen la caracteristica general de contener nutracéuticos, término que
resulta de la combinacion de nutricion y farmacéutico, son sustancias naturales
bioactivas presentes usualmente en los alimentos y que tomadas en dosis
superiores a la existente en ellos, tienen un efecto favorable sobre la salud (Gil-
Chavez et al., 2013).

Actualmente es aceptado el papel los nutracéuticos en la prevencién, tratamiento
y/o reduccion del riesgo de padecer algun tipo de enfermedad (Lobo et al., 2010;

Schroeder, 2007). Un grupo de estos nutracéuticos son los antioxidantes.

1.2 Antioxidantes y especies reactivas de oxigeno

Un antioxidante retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de moléculas
(Gonzalez et al., 2009). Uno de los mecanismos de accion de estos compuestos
es aquél en que la molécula antioxidante, al reaccionar con un radical libre de
oxigeno o de nitrégeno, le cede un electron, que se oxida a su vez y se transforma

en una molécula o radical libre menos reactivo.



Es importante mencionar que dichos compuestos pueden adquirirse a través de la
dieta o sintetizarse in vivo. Estos ultimos son proteinas que remueven especies
reactivas de oxigeno (ERO) y otras especies, como es el caso de las enzimas
antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatidon

peroxidasa (GPx), etc.

Las ERO son compuestos, que pueden o no ser radicales libres en las cuales el

oxigeno esta parcialmente reducido (Halliwell y Gutteridge, 2010).

Por otra parte, un radical libre es cualquier especie que contiene uno o mas
electrones desapareados dentro de su estructura (Halliwell y Gutteridge, 2010).
Dichos compuestos se representan colocando un punto sobre el simbolo del
atomo que contiene el electron desapareado y generalmente, son sustancias
altamente reactivas que intentan completar sus electrones tomandolos de otros
compuestos, causando su oxidacion. Por lo anterior, se les denomina oxidantes
(Duragkova, 2010; Konigsberg, 2008).

En la reduccion univalente del oxigeno, las ERO se forman con la adicion de un
electrén a una molécula de oxigeno produciendo a su vez especies parcialmente

reducidas las cuales pueden reaccionar para producir otras ERO (Figura 1).

OH"
+
e . e e e
02 — 02' —_— H202 —» OH __~ _ H.O
+ 2
2H* 2H
Dioxigeno Anion Peroxido Radical Agua
superéxido de hidroxilo

hidrégeno

Figura 1. Formacién de ERO por la reduccion univalente del oxigeno (tomado de Halliwell y
Gutteridge, 2010).

Es importante mencionar que las ERO en concentraciones bajas tienden a
estimular el crecimiento de las células, funcionan como sefiales que determinan

respuestas fisioldgicas de adaptacion al medio ambiente y son indispensables



para la diferenciacion celular y para la muerte celular programada (Konigsberg,
2008). Sin embargo, cuando se encuentran en exceso, tienen la caracteristica de
reaccionar con otros radicales o con biomoléculas de gran importancia bioldgica,
como ADN, proteinas y lipidos que promueven un dafo fisioldgico relevante, es

decir, provocan dafio oxidante.

Los radicales pueden generarse de manera enddgena y exogena. Las ERO
endogenas son producidas principalmente por la mitocondria durante la
fosforilacién oxidativa, citocromo P450, procesos inflamatorios, etc. Por otra parte,
las ERO exogenas provienen de la contaminacion ambiental. Por lo tanto, es
importante el consumo de alimentos que contengan antioxidantes para mantener
el equilibrio entre radicales y antioxidantes. Se ha observado que el consumo de
alimentos que contienen antioxidantes se relaciona con una mejoria en diversas

patologias (Montagna et al., 2005; Cermak, 2008).

1.3 Ficocianina

Es uno de los principales pigmentos del alga de origen mexicano espirulina, la
cual es empleada como suplemento alimenticio debido a su alto contenido de
proteinas, vitaminas, minerales y acidos grasos esenciales (Habib et al., 2008). La
ficocianina (FC) se encuentra tanto en algas de cianobacterias como en células
eucariontes como Rhodophyta. En ambas, proporciona un color caracteristico
verde-azul (Eriksen, 2008).

La FC es un compuesto de color azul intenso de origen proteico que forma parte
de las ficobiliproteinas. Es un pigmento antena recolector de luz organizado en
complejos supramoleculares denominados ficobilosomas. Los ficobilosomas se
encuentran ensamblados en la superficie de la membrana tilacoidal, su principal
funcion es transferir la energia de excitacion hacia el centro de reaccion. Su

longitud de onda maxima de absorcion es de 620 nm.



La pureza de la FC es evaluada mediante el cociente de absorbancias A620/A280.
La absorbancia a 620 y 280 nm corresponden a la FC y a las proteinas totales,
respectivamente (Patil et al., 2006). La FC grado alimenticio corresponde al
cociente A620/A280 <0.7, el grado reactivo cuando A620/A280 esta entre 0.7 y
3.9 y el grado analitico es A620/A280 24.0 (Antelo et al., 2010; Kuddus et al.,
2013; Patil et al., 2006).

La FC grado alimenticio es un alimento generalmente reconocido como seguro
(GRAS) y se emplea en la formulacién de diversos productos alimenticios como
colorante en bebidas alcohdlicas, postres, dulces, decoracién de pasteles, batidos
de leche, cosméticos, biotecnologia, diagndstico y en la medicina (Kim et al., 2008;
Yoshida et al., 1996).

La dosis mas alta utilizada con el nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) fue
estudiado por Romay et al. (1998b) quienes encontraron un NOAEL (por via oral)
de 3 g/kg. Actualmente se ha demostrado que la FC administrado por via oral
tiene un NOAEL de 5 g/kg (Ou et al., 2012). Por otra parte, el NOAEL de 70 mg/kg
por via intraperitoneal (i.p.) se utilizé en ratas, sin mostrar alteraciones en
comparacion al grupo testigo (Gupta et al., 2011). Sin embargo, la dosis mas alta
de 200 mg/kg i.p. se ha utilizado en experimentos con ratas Wistar sin observar

alteraciones hepaticas (Gonzalez et al., 2003; Vadiraja et al., 1998).

1.3.1 Estructurade la FC

La FC esta formada de dos subunidades homoélogas, las cadenas a y 3 unidas
covalentemente a la ficocianobilina (FCB) mediante un enlace tioeter (Figura 2).
Estos forman agregados naturalmente como trimero (asBs) o hexamero (0gBs),
éste ultimo es la forma funcional de la FC y por lo general forma bloques con el
complejo antena (Padyana et al., 2001; Scheer y Zhao, 2008). La asB; se
compone de nueve unidades de PCB montados en tres partes iguales (Womick y
Moran, 2009).



Proteina

Figura 2. Estructura de la ficocianina (FC). A: Estructura cristalina de FC de la
cianobacteria S. platensis en forma de hexamero, imagen tomada de AP ID 1GHO
(www.rcsb.org). B: Representacion del ensamblaje de FC. Se compone de dos
subunidades proteicas, las subunidades a y B, una ficocianobilina (FCB) que esta unida a
la subunidad a y dos FCB que estan unidas a la subunidad B. C: Estructura quimica de
FCB, el cromégeno responsable del color azul de la FC (Fernandez-Rojas et al., 2014a).

El peso molecular de las subunidades varia dependiendo de la fuente y los
meétodos para la extraccion y purificacion de las algas. El peso molecular de la
subunidad a esta entre 13 y 20,5 kDa y la subunidad B esta entre 11 y 24,4 kDa
(Fernandez-Rojas et al., 2014a).

La FCB posee una estructura muy similar a la bilirrubina, de hecho, se sugiere que
el mecanismo de accion es mimetizar a la biliverdina (Eriksen, 2008). Es un
antioxidante capaz de neutralizar diversas ERO como se menciona en el

siguiente apartado.


http://www.rcsb.org/

1.4 La ficocianina como antioxidante

La primera investigacion de la actividad antioxidante de FC se realizd por
investigadores Cubanos en el afio de 1998 (Romay et al., 1998b) quienes
determinaron que es capaz de neutralizar los radicales libres hidroxilo (‘OH),
alcoxilo (RO") y superoxido (O27) asi como de inhibir la lipoperoxidacién, incluso
sentaron las bases de la propiedad anti-inflamatoria. Posteriormente, otros
investigadores de varias partes del mundo descubrieran que también neutraliza a
las ERO singulete de oxigeno ('0,) (Tapia et al., 1999), radical peroxilo (ROO’)
(Benedetti et al., 2010; Romay et al., 2000), anién peroxinitrito (ONOQO") (Bhat y
Madyastha, 2001), éxido nitrico (NO) (Thangam et al., 2013) y al peroxido de
hidrogeno (H20;) (Fernandez-Rojas et al., 2014b) (Tabla 1).

Durante dicho proceso el color de la FC se degrada, reduce gradualmente su
absorbancia a 620 nm y su intensidad fluorométrica (Patel et al., 2005; Benedetti
et al., 2004; Lissi et al., 2000; Tapia et al., 1999).

Tabla 1. Concentracion inhibitoria del 50% (Clso) de FC contra diversas ERO.

Radical Clso Referencia
RO’ (Alcoxilo) 0.076 mg/mL Romay et al. (1998b)
ROO" (Peroxilo) 0.170 mg/mL Bhat y Madyastha (2000)
0,” (Anion superéxido) 0.440 mg/mL Cheny Wong (2008)
ONOO’ (Peroxinitrito) 0.810 mg/mL Bhat y Madyastha (2001)
OH’ (Hidroxilo) 0.910 mg/mL Romay et al. (1998b)

Actualmente, es empleado como un agente protector ante diversos retos
oxidantes. Se ha establecido que posee varias propiedades benéficas ya que es
capaz de prevenir diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidante

(Fernandez-Rojas et al., 2014a).



1.5 Cisplatino

El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino (CP, cis-PtClz(NHs)2) es un antineoplasico
inorganico neutro que se emplea en la clinica para el tratamiento de tumores
soélidos. Esta formado por un atomo de platino en el centro de la estructura, al cual
estan unidos dos atomos de cloro y dos grupos amino (Figura 3). Fue sintetizado
por M. Peyrone en 1844 y su estructura quimica fue dilucidada por Alfred Werner
en 1893 (Dasari y Tchounwu, 2014). Sin embargo; el compuesto permanecié sin
ser investigado varios afos, hasta la década de los 60°s, cuando fue estudiado por
el equipo de Rosenberg, quienes demostraron que determinados productos de
electrolisis con electrodos de platino, inhibian la division celular de Escherichia coli
(Rosenberg, 1985). Tras la identificacion de CP como el compuesto responsable
de la actividad inhibitoria de la division celular, éste se ha empleado en el
tratamiento de tumores. Posteriormente en 1978 la FDA (del inglés Food and Drug
Administration) aprobd el uso del CP como un antineoplasico (Lebwohl y Canetta,
1998).
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Figura 3. Molécula de cisplatino.
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Actualmente, el CP es uno de los farmacos mas utilizados (Santana et al., 2010) y
presenta excelentes efectos terapéuticos en el tratamiento de tumores sdlidos
como los de pulmon, ovario, testiculo, vejiga, cabeza, cuello, cérvix y endometrio
(Sanchez-Pérez et al., 2010). Sin embargo; éste presenta efectos secundarios
significativos como nauseas, vomito, nefrotoxicidad, problemas gastrointestinales y

frecuencia alta de la pérdida auditiva.

En el plasma, una parte del CP se une a proteinas plasmaticas y otra entra a las

células por transportadores catidnicos organicos (OCT-2) (Dasari y Tchounwu,



2014). En la célula, se lleva a cabo un desplazamiento de las moléculas del cloro
del CP por agua, lo que evita que pueda salir de la célula (Figura 4). La especie
cargada del CP es un electrofilo potente que puede reaccionar con nucledfilos con
grupos sulfidrilos de proteinas o nitrégenos del ADN. EI CP se une al ADN en las
bases que poseen pares de electrones libres; sobre todo al nitrogeno en posicion
7 de la guanina. EI CP forma aductos adenina-guanina o guanina-guanina
intracatenaria o intercatenaria llevando a la célula a muerte celular (Nakai et al.,
2011; Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009). Sin embargo, la accién del CP no es
especifica de células tumorales y por consiguiente puede ejercer sus efecto

adversos en otras células (Ruiz et al., 2011).

Este farmaco se metaboliza y se excreta principalmente por via renal, érgano
donde se acumula y ejerce sus efectos adversos. Las células mas afectadas son
las del segmento S3 del tubulo proximal (Hausheer et al., 2011) y esta alteracion

puede causar disfuncion renal limitando aun mas la eliminacion del CP.
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Figura 4. Efecto citotdxico del CP. Cuando el cisplatino entra a la célula se desplazan los
cloros por agua, quedando asi activo e intercaldndose en el ADN induciendo la muerte
celular, el érgano en donde se concentra es el rindn; asi induce dano renal.

En clinica, hasta un 30% de los pacientes expuestos a tratamiento con CP
presenta toxicidad renal (dos Santos et al., 2012). Esto ha limitado el uso del CP
como agente quimioterapéutico (Gonzalez-Vitale et al., 1977). Generalmente,
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después de 10 dias de su administracion, los pacientes presentan un incremento
de los niveles séricos de creatinina y disminucién de la filtracion glomerular
ademas se observa necrosis y apoptosis en estudios histologicos (Hassan et al.,
2010; Gonzales-Vitale et al., 1977).

Patologicamente, induce lesion celular y la muerte en los tubulos renales,

desencadena disfuncion vascular y activa una respuesta inflamatoria

1.6 Estrés oxidante inducido por CP

El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre la generacion de ERO y
las defensas antioxidantes (Halliwell, 2012; Silva y Coutinho, 2010). Este
desequilibrio puede ser generado por una producciéon excesiva de ERO, por una
disminucién de las defensas antioxidantes o por ambos casos. Bajo condiciones
de estrés oxidante, se conduce al dafio a proteinas, lipidos y ADN (Gulgin, 2012;
Halliwell, 1996).

Aunque los mecanismos celulares y moleculares responsables de la toxicidad del
CP no estan bien establecidos, se ha demostrado que la formacién de ERO, la
reduccion de enzimas antioxidantes y el dafio mitocondrial estan involucrados
(Rodrigues et al., 2011). La compresién de este mecanismo podria dar pie a la
intervencidn de protectores novedosos (El-Sayed et al., 2011). Por esta razén
varios investigadores se han dado a la busqueda de productos que reduzcan estos
danos. Incluso existe evidencia que la administracion de antioxidantes pudiera
reducir la toxicidad inducida por CP (El-Sayed et al., 2011). En este punto, se ha
identificado a la disfuncién mitocondrial (incremento de ERO) como un posible
mecanismo de dano renal inducido por CP (Chang et al.,, 2002; Li-Ping et al.,
2000).

1.7 Caracteristicas estructurales de mitocondrias y las tratadas con CP
Las mitocondrias son organulos presentes en las células eucariotas, varian de
tamano y forma, dependiendo de su origen y su estado metabdlico (Lehninger,

1995). Poseen dos membranas, una membrana mitocondrial externa (MME) que
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envuelve completamente a la membrana mitocondrial interna (MMI) y forma un
espacio intermembrana (Figura 5). La MME tiene poros que permite el paso de
iones y moléculas pequenas. En contraste, la MMI es selectivamente permeable,
es impermeable a iones y moléculas pequeias, permite el paso de moléculas por
medio de un trasportador especifico para éstas. Contiene las proteinas implicadas
en el transporte de electrones y la sintesis de ATP. Ademas, tiene pliegues
internos o invaginaciones llamadas crestas. Las crestas aumentan el area
superficial de la MMI en relacion con la matriz mitocondrial (Che et al., 2014). Esta

membrana envuelve a la matriz mitocondrial.

Complejos FOF1

Espacio

Crestas
intermembrana

Membrana
externa

Membrana
interna

Figura 5. Estructura mitocondrial. Tomado de Lodish et al. (2005).

Los cambios patoldgicos en las mitocondrias en la nefrotoxicidad de cisplatino son
provocados principalmente por la respuesta de dafio en el DNA, la induccién de
proteinas pro-apoptéticas, la alteracién de la dinamica mitocondrial, la induccion

de apoptosis por la via intrinseca y el estrés oxidativo (Yang et al., 2014).

Se ha descrito que las mitocondrias aisladas de roedores tratados con cisplatino
poseen dano estructural. Estas mitocondrias presentan rigidez de la membrana
mitocondrial, alteracion de la fluidez de la misma, hinchamiento, incremento del

area de la matriz mitocondrial, alteracion de las crestas incluso algunas
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mitocondrias pierden la membrana externa (Zsengellér et al., 2012; Martins et al.,
2008; Gordon y Gattone, 1986). El conjunto de estas alteraciones puede ser fatal

para las células.

1.8 Cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa

La cadena de transporte de electrones (CTE) es el flujo de electrones a complejos
proteicos, conocidos como complejos mitocondriales. Los electrones son
transportados del complejo | (NADH deshidrogenasa) y |l (succinato
deshidrogenasa) al complejo Ill (citocromo c¢ oxidorreductasa) mediante la
ubiquinona y desde el complejo Il al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) mediante
el citocromo c (Figura 6). Estos complejos se describen brevemente a

continuacion.

Complejo | o NADH deshidrogenasa. Es el complejo mas grande de la CTE
formada por 45 subunidades. Contiene un grupo flavin mono nucleétido (FMN) y al
menos 6 centros hierro azufre (Fe-S). Este complejo cataliza la transferencia de un
par de electrones del NADH a la ubiquinona, acoplada a la traslocacion de cuatro
protones de la matriz al espacio intermembranal. Su estructura tiene forma de L
con dos brazos, uno de ellos se encuentra embebido en la MMI y el otro esta

orientado hacia la matriz mitocondrial (Pagliarini y Rutter, 2013).

Complejo Il o succinato deshidrogenasa. Esta formado por 4 subunidades, dos
subunidades son membranales y las otras dos estan orientadas hacia la matriz
mitocondrial. El primer aceptor de electrones es el flavin adenin dinucleétido
(FAD), posteriormente son transferidos por varios centros Fe-S y finalmente la
ubiquinona es reducida a ubiquinol. Este complejo no trasloca protones a través
de la MIM (Palmeira y Moreno, 2012).

Complejo lll o citocromo ¢ oxido reductasa. Este complejo es un dimero, esta
compuesto por 11 subunidades y contiene dos citocromos tipo b, un citocromo tipo

c1 y centros Fe-S. Cataliza la transferencia de electrones desde el ubiquinol a
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citocromo c¢. Trasloca cuatro protones de la matriz hacia el especio
intermembranal mediante el ciclo Q. De manera general, este ciclo regenera el
ubiquinol mediante el citocromo c1 y b. El citocromo c transfiere los electrones al
complejo IV (Wallace, 2013; Nelson y Cox, 2005).

Complejo IV o citocromo c oxidasa. Es una enzima dimérica que transfiere
electrones desde el citocromo ¢ al oxigeno molecular. Es la ultima enzima de la
CTE. Este complejo esta formado por 13 subunidades, de ellas, tres son criticas
para el transporte de electrones. Contiene dos citocromos (a y as) y dos centros
cobre (Cua y Cug). El citocromo c cede los electrones al centro Cua y éste a su vez
lo cede cede al citocromo a. Desde ahi los electrones pasan al citocromo a3 y al
centro Cug. Por cada dos electrones que atraviesan el complejo 1V, bombea dos

protones al espacio intermembranal (Nelson y Cox, 2005).

ATP sintasa o F1Fo o (complejo V). Cataliza la formacion de ATP a partir de ADP
y Pi, acompafada de flujo de protones del espacio intermembranal a la matriz
mitocondrial. Esta constituido por 16 subunidades, las cuales forman dos
componentes, F4, soluble en la matriz mitocondrial y Fo, embebido en la MMI. La
fracciéon F1 es una proteina dirigida hacia la matriz mitocondrial, constituida por
nueve subunidades, tres unidades a y tres B. En la fraccion Fo se forma un canal
mediante el cual fluyen los protones y promueve la rotaciéon del anillo de la
subunidad c los cuales son liberados en la matriz mitocondrial. Este movimiento
permite cambios en el componente F1 responsables de la sintesis de ATP (Nelson
y Cox, 2005).

El transporte de electrones impulsa un flujo de protones por los complejos
mitocondriales |, Il y IV de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana
generando un gradiente de protones. Este gradiente es empleado para la sintesis
de ATP por la ATP sintasa. Este proceso se denomina fosforilacion oxidativa. Es

decir, la mitocondria acopla dos procesos, la CTE vy la fosforilacion.
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La rigidez de la MMI puede alterar las funciones de los complejos mitocondriales y

enzimas, incluyendo aquellas de la CTE (Santos et al., 2007).

La fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial es una fuente
intracelular de generacidn de radicales libres. De hecho, es particularmente
problematico el resultado de la reduccion o el bloqueo de la CTE. Bajo tales
condiciones, la produccion excesiva de radicales libres y la formacién de ERO

pueden conducir a lesiones y a la muerte celular (Yang et al., 2014).
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Figura 6. Cadena de transporte de electrones (CTE) acoplada a la sintesis de ATP. El
fluio de electrones (representado por las lineas punteadas) entre los complejos
mitocondriales y el bombeo de protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal,
por los complejos I, Il y IV, generan un gradiente de protones. Este gradiente es
empleado por la ATP sintasa para fosforilar ADP y generar ATP. La CTE esta
representada por las lineas negras, mientras que la fosforilacién oxidativa esta
representada por las lineas azules. Los complejos I, Il, Il 'y IV son: NADH
deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, citocromo c¢ oxidorreductasa y citocromo ¢
oxidasa, respectivamente, MMI: membrana mitocondrial interna, U: ubiquinona, C:
citocromo c. Tomado de Brand et al. (2013).

1.9 Acoplamiento mitocondrial

Para evaluar el acoplamiento entre la CTE y la sintesis de ATP se mide el
consumo de oxigeno (Palmeira y Moreno, 2012; Marcinek, 2004). El consumo de
oxigeno se determina en medio acuoso en una camara cerrada con temperatura
controlada empleando un electrodo tipo Clark con mitocondrias recién aisladas
(Terada, 1990).
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La gréafica obtenida del consumo de oxigeno presenta diferentes pendientes, que
representan diferentes estados de respiracion (Figura 7). El estado 1 (edo. 1)
corresponde a las mitocondrias en el medio que consumen oxigeno utilizando los
sustratos internos, es un estado basal. El estado 2 (edo. 2), se observa tras
adicionar un sustrato (malato/glutamato o succinato) en el medio y se incrementa
el consumo de oxigeno. El consumo de oxigeno aumenta durante el estado 3
(edo. 3) después de adicionar ADP en el medio con las mitocondrias aisladas en
suspension. El aumento de la respiracion denota el uso del gradiente de H* para la
sintesis de ATP. Cuando todo el ADP adicionado en el medio se agota al
fosforilarse a ATP, el consumo de oxigeno decae. Este estado se le conoce como
estado 4 (edo. 4). Existe otro estado que se induce al agregar algun desacoplante,
disipando el potencial de membrana e incrementa la velocidad de consumo al

maximo (Respiracion desacoplada) (Palmeira y Moreno, 2012; Lee-Jung, 2012).

El indice de coeficiente respiratorio (ICR) es un buen indicador de la integridad de
la MMI y del acoplamiento entre la oxidacion de sustratos y la fosforilacion

oxidativa, se obtiene al dividir el estado 3 entre el estado 4.

Otro parametro importante es el cociente ADP/O o P/O. Es una medida de
eficiencia de la fosforilacidn oxidativa, representa la cantidad de oxigeno que se
reduce a agua por el complejo IV y que se emplea para la sintesis de ATP (Lee-
Jung, 2012; Palmeira y Moreno, 2012). Se requieren de 3-4 H* para la sintesis de
ATP por la ATP sintasa. Asi, la transferencia de electrones desde el complejo | al
oxigeno, genera la translocacion de 10 H* de la matriz mitocondrial al espacio
intemembranal. Es decir, desde el complejo | se genera la sintesis de 2.4-3.1
moléculas de ATP y desde el complejo Il se generan 1.4-1.9 moléculas de ATP

(Palmeira y Moreno, 2012).
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Figura 7. Determinacién del consumo de oxigeno. Al agregar las mitocondrias en la
camara, el electrodo tipo Clark determina la concentracién de oxigeno en el medio. Se
obtienen cuatro estados. El estado 1 (edo. 1) representa el consumo de oxigeno con los
sustratos endégenos. El estado 2 (edo. 2) se obtiene tras agregar un sustrato
(malato/glutamato o succinato). El estado 3 (edo. 3) se obtiene al agregar ADP y se
incrementa el consumo de oxigeno. Al agotarse el ADP, tras ser fosforilado a ATP, el
consumo de oxigeno se reduce, a este estado se denomina estado 4 (edo. 4). La
respiraciéon desacoplada (Resp. desacoplada) se obtiene al agregar al medio el
desacoplante FCCP.

1.10 Disfunciéon mitocondrial inducida por CP
Como se mencioné anteriormente, la disfuncidbn mitocondrial es un evento

temprano en el dafio renal inducido por CP (Santos et al., 2007).

Este dafio se ha caracterizado por alteraciones en el consumo de oxigeno,
incremento de proteinas carboniladas, reduccion del contenido de GSH,
incremento de la producciéon de ERO, baja actividad de la enzima aconitasa,
disminucién de los niveles de ATP, disminucion del potencial de membrana,
atenuacién del ICR y P/O y reduccién de la acumulacién de calcio (Ca?*) en las
mitocondrias renales de ratas tratadas con CP (Rodrigues et al., 2011; Santos et
al., 2007; Gordon y Gattone, 1986).
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1.11 Antecedentes de CP

Se ha demostrado que el CP se acumula en los tubulos proximales del rifidon. En
consecuencia, se induce estrés oxidante que ocasiona dafo celular y finalmente
disfuncidon renal. Estudios in vitro e in vivo demuestran las diversas ERO
involucradas como O,", H,O, y ONOO" estan involucradas en la nefrotoxicidad por
CP (Pabla y Dong, 2008; Guerrero-Beltran et al., 2010).

El incremento de ERO por CP (Paradies et al., 2010; Cullen et al., 2007), esta
asociado a la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes y del contenido
de GSH (Pillai et al., 2011; Yao et al., 2007; Ozen et al., 2004), de esta manera
inactiva el sistema antioxidante celular (Sugiyama et al., 2011). Este desbalance
de antioxidantes y ERO ocasionan dafio oxidante y como resultado dafio al ADN,
proteinas, lipidos y disfuncion mitocondrial estan implicados en la patogénesis
renal aguda (Firdous y Kuttan, 2012; Konigsberg, 2008). Asi, se ha propuesto que
el empleo de productos de origen alimenticio con capacidad antioxidante podria

ser una alternativa para reducir los efectos no deseados del CP (Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos de origen alimenticio que han logrado reducir el dafio oxidante
inducido por CP en ratones.

Antioxidante Modelo de dano Referencia
renal
Té negro Raton macho ICR Hung et al. (2007)
(20 mg/kg i.p.)
VitaminaEy C Ratén macho Swiss Ajith et al. (2009)

(12 mg/kg i.p.)
Acido tanico Ratéon macho Swiss  Ahmad y Sultana (2011)
(7 mg/kg i.p.)
(E)-B-cariofileno Ratén macho Horvath et al. (2012)
C57Bl/6J
(25 mg/kg i.p.)
Meso-zeaxantina  Ratéon macho Swiss Firdous y Kuttan et al.
(16 mg/kg) (2012)
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1.12 Antecedentes de FC
Actualmente, existen varios estudios de la FC que evaluan su efecto protector

contra el estrés oxidante inducido por farmacos.

Romay et al. (1998a) demostraron que la FC tiene propiedades anti-inflamatorias.
Utilizaron un modelo de inflamacién aguda con carragenina (subplantar) y acido
araquiddnico (aplicacion tépica en orejas) en rata y raton, respectivamente. La
administracién i.g. a la dosis de 50, 100 y 200 mg/kg fue 1 hora antes de inducir la
inflamacion. Una hora posterior a la induccion, sacrificaron a los animales,
midiendo dicho proceso por la diferencia de peso de las orejas. En el caso del
modelo con carragenina, se determiné el aumento del volumen de las
extremidades con la ayuda de un vernier después de cinco horas. Se concluyo
que en ambos modelos animales los mejores resultados se obtuvieron con las
dosis de 100 y 200 mg/kg.

Lim et al. (2012), encontraron que el pre-tratamiento de FC a dosis de 50 mg/kg
i.p. una hora antes de CP 12 mg/kg i.p. protege contra el dafio nefrotéxico en
ratones C57BL6. Después de 72 h los ratones se sacrificaron y se determiné que

disminuye significativamente la muerte por apoptosis.

Los resultados de este estudio y de otros afines al tema se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Modelos in vivo e in vitro de las propiedades de la FC.
Propiedad Dosis Fc Referencia
Anti-inflamatoria Dosis oral de 50, 100, 200 Romay et al. (1998a)
mg/kg 1 hora antes

Hepatoprotector Dosis 100, 200 y 400 Ouetal. (2010)
mg/kg oral por 7 dias

Renoprotector Dosis 50 mg/kg i.p. 1 hora Lim etal. (2012)
antes de CP 12 mg/kg i.p.

Inhibidor selectivo 5-20 uM por 48 horas en Reddy et al. (2003)

COX-2 macrofagos
Reduce Pre-tratamiento con 10 uM  Khan et al. (2006)
cardiotoxicidad por 1 h y co-incubacion

con Dox 24 h horas

Con base en los antecedentes antes citados, planteamos la siguiente justificacion.
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2 JUSTIFICACION

El CP es un farmaco eficaz en el tratamiento de tumores soélidos. Sin embargo, su
efecto secundario mas importante es la nefrotoxicidad relacionada con el estrés
oxidante. De esta manera y considerando que la FC es un nutracéutico con
capacidad antioxidante, se propone que este compuesto puede reducir los efectos
nefrotoxicos del cisplatino. Nuestro estudio contribuira a la busqueda de
compuestos de origen natural que puedan emplearse para prevenir el daio renal

inducido por CP.

3 HIPOTESIS

Si la FC atenua el estrés oxidante y las alteraciones mitocondriales, entonces su

administracién reducira la nefrotoxicidad inducida por CP en ratones CD-1.

4 OBJETIVO GENERAL

Determinar si el nutracéutico FC protege contra el dafo renal inducido por
cisplatino en ratones CD-1 e investigar el mecanismo de accién mediante la
determinacion de enzimas antioxidantes, el dafo oxidante y la funcion

mitocondrial.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la dosis de CP que induzca dafio renal en ratones CD-1.

e Evaluar si la FC presenta un efecto protector sobre la nefrotoxicidad
inducida por CP en un modelo in vivo.

e Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes y marcadores de
estrés oxidante en el homogenizado renal.

e Evaluar la funcién mitocondrial mediante el consumo de oxigeno, la sintesis

de ATP, dano oxidante y enzimas antioxidantes en mitocondrias renales.
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6 METODOLOGIA

6.1 Reactivos

La FC fue donada por Parry Nutraceuticals (EID Parry (I) Ltd., India). Los
siguientes reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): CP
(Cat. no. P4394, Lot# MKBG8465V), 2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidrocloruro
(AAPH), xantina, xantina oxidasa, nitro azul de tetrazolio (NBT), fluoresceina, DL-
penicilamina, acido  dietil-triamino-penta-acético  (DTPA), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (DPPH), acido tereftalico (DTPA), acido ascérbico, amplex red,
peroxidasa de rabano, piruvato, dimetil tiourea (DMTU), nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADPH), acido lipoico, glutation reducido (GSH), 1-cloro-
2,4 ,-dinitrobenceno (CDNB), p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminida,
tetrametoxipropano, monoclorobimano, 1-metil-2-fenil indol, acido metasulfénico,
dimetilsulféxido (DMSO), 1,3-difenil-iso-benzofurano (DPBF), acido
nordihidroguaiarético (NDGA), glutation oxidado (GSSG), acido p-aminobenzoico,
dodecil sulfato de sodio (SDS), poliacrilamida, D-manitol, succinato de sodio
dibasico, acido 4-(2-hidroxietil) piperacin-1-etanosulfénico (HEPES), adenosina-5"-
difosfato de sodio (ADP), carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP),
percoll, sacarosa, nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH). Otro frasco de CP
(Cat. no. 479306-1G; Lote: MKBH5984V) fue adquirido de Aldrich (St. Louis, MO,
EUA.) La 1,2,3 dihidrorodamina (DHR-123) se adquiri6 de Cayman Chemical Co.
(Ann Arbor, MI, EUA). El trolox se adquiri6 de EMD Millipore (Billerica, MA, EUA).
La sal sddica del acido etilendiaminotetraacético (Na,-EDTA), el hipoclorito de
sodio (NaClO) y el H,O, se compraron en JT Baker (Xalostoc, Edo. México,
México). Los kits para la determinacion de creatinina plasmatica y BUN se
adquirieron de Spinreact (Girona, Espana). El resto de los reactivos fueron grado

analitico y se adquirieron comercialmente.
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6.2 Determinacion de la pureza de la ficocianina
Para determinar la pureza de FC de la muestra, se realizaron lecturas en un
espectrofotometro a longitudes de onda de 280 y 620 y se calcularon con la

siguiente ecuacion (Patel et al., 2005):

Absorbanciagyg

ure a ficocianina -
Absorbancia,gg

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 15%, utilizando
azul de Coomassie 0,1% como colorante para identificar las dos sub-unidades
proteicas (o y B). Se emplearon marcadores de peso molecular de Precisién Plus
(Bio-Rad).

6.4 Actividad atrapadora in vitro
Las muestras de FC y de los compuestos estandares que se emplearon fueron

medidas en un lector de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA).

6.4.1 Actividad atrapadora de H;0,

Se evalud usando el reactivo Amplex red. Se incubaron 25 uL de FC con 25 uL de
10 uM de H20O;, por 20 min, posteriormente se adicionaron 50 uL de la mezcla de
reaccion que contenia 0.1 mM de Amplex red y 0.2 U/mL HRP. La mezcla se
incubd (sin luz) otros 20 min (Floriano-Sanchez et al., 2006). La concentracién de
H.O, de la muestra fue directamente proporcional a la florescencia obtenida en el

ensayo.

6.4.2 Actividad atrapadora de OH’

Esta prueba se basdé en que el compuesto no florescente tereftalato que al
reaccionar con el radical hidroxilo se produjo un compuesto fluorescente. Se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente con acido ascoérbico 1 mM, FeCls; 1
mM, EDTA 1 mM, H,O, 10 mM vy tereftalato 1.4 mM (Floriano-Sanchez et al.,
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2006). El producto fluorescente se determiné en el lector de placas Synergy HT a

326 nm de excitacion y 432 nm de emision.

6.4.3 Actividad atrapadora de O,

Se empled el sistema de xantina-xantina oxidasa para generar el radical
superoéxido, el cual reduce NBT a formazan, que se lee a 560 nm (Floriano-
Sanchez et al., 2006).

6.4.4 Actividad atrapadora de ROO’

Se empled AAPH para generar el radical, el ensayo consistié en adicionar 25 pL
de FC utilizando diferentes concentraciones a 25 pL de una mezcla con 150 uL de
30 mM de fluoresceina y 25 pyL de AAPH 38.5 mM (Floriano-Sanchez et al., 2006).
La fluorescencia se midié a 485 nm de excitacion y 520 nm de emision por 1.5 h a
37°C.

6.4.5 Actividad atrapadora de ONOO™

Se emplearon concentraciones conocidas de ONOQO™ para determinar la actividad
antioxidante de la FC contra este anién, para lo cual se mididé la oxidacién de
DHR123 al producto fluorescente rodamina el cual se midié a 500 y 560 nm de

excitacién y emisién, respectivamente (Floriano-Sanchez et al., 2006).

6.4.6 Actividad atrapadora de '0,

A partir de NaOCI y H,O, se generé el 'O, el cual produjo una disminucion en la
fluorescencia de difenil benzofurano (DFBF, excitacion 410 nm y emision 455 nm)
debido a que es un atrapador especifico de '0,. Se colocaron 25 L de la muestra
de FC con 25 yL: de H,0, (100 mM), DFBF (10 uM), NaOCI (1 mM) y 150 pL de
etanol (Floriano-Sanchez et al., 2006).

6.4.7 Determinacion del Clsg
La actividad antioxidante de la FC se expresé como Clsg, es decir, la

concentracion de FC requerida para inhibir en un 50% la concentracién de la
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especie probada en cada sistema especifico mediante una regresion lineal en al

menos 3 experimentos independientes.

6.5 Modelo experimental in vivo

Seguimos los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana de cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y la Norma Oficial Mexicana NOM-
087-ECOL-SSA1-2002 de Residuos peligrosos biolégico-infecciosos- Clasificacion
y especificaciones de manejo. Ademas, este protocolo fue aprobado por el comité
de ética del Comité Institucional de Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio
de la Facultad de Quimica (FQ/CICUAL/043/12).

Los animales se mantuvieron con ciclos de luz obscuridad de 12 h cada uno a una
temperatura de 21°C, con una humedad relativa de 50%, se alimentaron con

alimento estandar y agua ad libitum.

Se emplearon 54 ratones machos CD-1 (30-35 g). Se dividieron en 6 grupos de 9

ratones cada uno:

Grupo T Testigo, solucion salina inyectada intraperitonealmente (i.p.) como
vehiculo

Grupo FC30 FC 30 mg/kg i.p. 1 h antes de la solucion salina i.p.

Grupo CP Solucion salina i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p.

Grupo FC5+CP  FC 5 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p.
Grupo FC10+CP FC 10 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p.
Grupo FC30+CP FC 30 mg/kg i.p. 1 h antes de CP 18 mg/kg i.p.

Al final del tratamiento (72 h después de la dosis de CP) los animales se
anestesiaron con pentobarbital (70 mg/kg i.p.), posteriormente se obtuvo la sangre
por plexo axilar usando tubos eppendorf con heparina como anticoagulante. Los

ratones se dislocaron cervicalmente y se extrajeron los rifiones derechos que se
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congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido hasta su procesamiento. El rifidn

izquierdo se coloco en formalina al 10% para el estudio histoldgico.

6.5.1 Determinacion del dano renal

Las determinaciones de BUN y creatinina se realizaron con los kits comerciales.
La actividad de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) se determiné a 405
nm usando p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminido como sustrato, los datos se
expresaron como U/mg de proteina. Una unidad de NAG se definio6 como la
cantidad de enzima que libera 1 pymol de p-nitrofenol por min en las condiciones

del ensayo.

6.5.2 Analisis histopatolégico

Los rinones se deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol, se
embebieron en parafina y se seccionaron a un espesor de 4 micras,
posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). Las laminillas se
observaron en el microscopio de luz (40X) y se determinaron las alteraciones
histolégicas de, al menos, 30 campos/laminilla elegidos al azar utilizando
morfometria automatizada (Leica Qwin, Cambridge, England). El porcentaje de
dafo se obtuvo teniendo en cuenta los cambios histopatoldgicos tales como
edema, vacuolizacion, descamaciéon, apoptosis y necrosis. El area de las células
danadas y muertas se determind mediante el calculo del porcentaje de dafo con

respecto al area total.

6.5.3 Marcadores de dano oxidante

Del homogenizado renal se evaluaron MDA, 4-HNE, proteinas oxidadas y el
contenido de GSH. EI contenido de MDA se determiné mediante una curva
estandar con tetrametoxipropano (200 uL) o del homogenizado renal en una
solucion de acetonitrilo:metanol (3:1) con 1-metil-2-fenilindol 15.4 mM (650 uL) en
presencia de 150 ul de HCI concentrado. Se incubaron durante 45 min a 40°C.
Después las muestras se centrifugaron a 3,000 g por 5 min. Se midi6 la densidad

Optica del sobrenadante a 586 nm. Los valores se informaron como nanomoles de
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MDA/g de proteina. El contenido de 4-HNE se evalu6é de manera similar que para
MDA, usando el acido metanosulfénido con Fe (lll) en vez de HCI. El contenido de
GSH renal se obtuvo mediante la formacién de aductos fluorescentes con
monoclorobimano 1 mM (33 uL) en presencia de GST 1 U/L (33 uL). Se empled
una curva estandar de GSH (33 yL) en solucién de Krebs-Henseleit pH 7.4. Los
aductos se midieron en un lector de placas Synergy a 385 y 478 nm de excitacion

y emision, respectivamente. Los valores se informaron como pmol/mg de proteina.

6.5.4 Determinacion de enzimas antioxidantes

La actividad de la enzima GPx se evalué mediante la reduccion de NADPH, su
desaparicion se midié a 340 nm en una reaccion acoplada que contenia GSH 1
mM, NADPH 0.2 mM y GR 1 U/mL. Brevemente, a 400 yL de la mezcla de
reaccion se adicionaron a 50 pL del homogenizado renal o amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.4 y 15 uL de H,O, 2.5 mM. Para conocer la actividad de la
enzima GST se mezclaron 20 yL del homogenizado con una solucién compuesta
de 910 uL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5, 20 yL de GSH 2 mM y 50
ML de CDNB 1 mM. La actividad de GR se midié con base en la desaparicién de
NADPH, la lectura se hizo a 340 nm. Se mezclaron 50 uL de la muestra renal con
950 pL de la mezcla de reaccion (GSSG 1.25 mM, NADPH 0.1 mM, EDTA-Na; 0.5
mM en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.6). La actividad de la enzima CAT
se determind por la desaparicion de H,O, 30 mM (725 pL) en presencia de 25 L
del homogenizado renal. Se realizaron lecturas a 240 nm cada 15 s durante 3 min.

Los datos se expresaron como U/mg de proteina.

6.6 Estudios en mitocondrias
Las metodologias empleadas para el aislamiento de mitocondrias, oximetria,

sintesis de ATP, manejo de Ca®*, potencial de membrana, dafio oxidante y
enzimas antioxidantes mitocondriales se encuentran en la seccion de Anexos,
apartados 12.1 al 12.1.7.
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6.7 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + error estandar (E.E.). Se emple¢ la
prueba estadistica ANOVA de una via seguida de comparaciones por el método
de Bonferroni. La prueba t de student se utilizé para comparar los resultados del
analisis histologico. Se utilizé el programa estadistico SigmaPlot v 11.0 (Systat
Software, San Jose, CA, EUA). Los valores de P<0.05 se consideraron

significativos.

7 RESULTADOS

7.1 Pureza de FC “Parry Nutraceuticals” y electroforesis de proteinas en
geles de poliacrilamida

El espectro de absorcién reveld que la FC de Parry nutraceuticals tiene una

pureza de 2.5 (As20nm/A2sonm) que corresponde a un grado reactivo. Se observaron

las dos bandas caracteristicas las sub unidades de FC a y B (Figura 8) en la

electroforesis de proteinas.
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Figura 8. Espectro de absorcion en amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7.4, en donde su
absorcion corresponde de la FC empleada a 620 nm para la ficocianobilina y 280 nm para
las proteinas. B: Electroforesis SDS-PAGE con marcadores de peso molecular de
precision (precision Plus de Bio-Rad en KDa). Se aprecian las bandas a y f
caracteristicas de la FC, con un PM de 11.4 y 14.3 KDa, respectivamente.

7.2 Actividad atrapadora de radicales libres

La muestra de FC se sometio a diferentes ERO y a ONOOQO", con el fin de evaluar la
capacidad atrapadora de radicales especificos Los resultados se presentan en la
Tabla 4. Se encontré que la FC atrap6 todas las especies reactivas con las que

fue retada y de manera destacable, atrapa las especies (O, ", H,O,, ONOO").

Tabla 4. Actividad antioxidante in vitro de la muestra de FC.

ERO Clso FC Clso referencia Compuesto de
(ng/mL) (mg/mL) referencia
ONOO 5.00£0.56 1.01+0.26 Penicilamina

ROO’ 20.33+0.56 1.19£0.03 Trolox

OH’ 334.0+9.2 2.6+0.62 DMTU

0, 45014.72 0.18+0.02 NDGA

0, 11,670+0.07 214.00+85.01 Acido lipoico
H.0, 21,757.72+2,302.38 0.28%0.01 Piruvato

NDGA: acido nordihidroguaiarético, DMTU: Dimetil urea. Los datos estan expresados
como mediazE.E., n=3.
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7.3 Modelo in vivo

La dosis de CP que indujo el dafo renal, se determiné mediante una curva dosis-

efecto de creatinina y BUN en plasma de ratones con diferentes dosis i.p. de CP

(Figura 9 y Tabla 5). Existi6 diferencia significativa a partir de la dosis de 15

mg/Kg; por lo que se escogio trabajar con la dosis de 18 mg/Kg.

Dosis-efecto de CP

180 1
160 1 —o— BUN
140

120

100 -
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60 - ‘_____{____}/
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Figura 9. Curva dosis-efecto de CP i.p. en ratones CD-1,* P<0.05 contra testigo de CP.

Tabla 5. Datos de BUN vy creatinina plasmatico en ratones CD-1 a diferentes dosis de CP

i.p.
Dosis CP BUN Creatinina N
mg/kg i.p. (mg/dL) (mg/dL)
0 22.20+0.52 0.53£0.08 6
5 20.10+0.58 0.56+0.11 6
10 20.46+0.90 0.53+£0.06 6
15 57.06+8.42* 0.76+£0.04* 6
18 61.82+7.32* 0.93%£0.05* 6
20 72.86+3.42* 1.22+0.08* 6
25 105.60+6.69* 1.63+0.06* 6

* P<0.05 contra testigo.
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7.3.1 Determinacién de la funcién renal
Después de 72 h de haber administrado la dosis de CP (18 mg/kg i.p.) se

encontraron alteraciones en los marcadores de la funcidén renal. Se observé un
incremento significativo (2 a 3 veces) en los niveles plasmaticos de BUN (P<0.05)
y creatinina (P<0.001) en los ratones tratados con CP respecto al testigo. El dafo
se previno cuando los ratones se trataron con FC de manera dosis-dependiente
(Figura 10). En el homogenizado renal del grupo tratado con CP la actividad de
NAG disminuy6 34% respecto al control (P<0.05), evidenciando el dafio renal. En
el grupo de ratones tratado unicamente con FC no se alter6 ninguna de las

determinaciones antes mencionadas.

7.3.2 Analisis histologico

Los resultados anteriores concuerdan con los observados en las laminillas tefiidas
con H&E. La microscopia Optica reveld alteraciones estructurales especificamente
en los tubulos proximales de los ratones tratados con CP. Las alteraciones se
caracterizaron por edema celular, necrosis, apoptosis y la muerte por el
desprendimiento de células (Figura 11). El analisis automatizado de morfometria
reveld que el 52+5% de los tubulos proximales presentaron estas anormalidades
histologicas, y cada tubulo dafado exhibié 58+8% del area de superficie del
epitelio dafado (p<0.05 vs CT). Estas alteraciones se previnieron en el grupo
FC30+CP (11%, p<0.001 vs CP). Ademas no hubo alteraciones en el grupo FC
(30 mg/kg).
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Figura 10.- Prevencion del dafio renal inducido por CP en ratones CD-1 tratados con FC.
A: Nitrégeno de urea en sangre (BUN), B: Creatinina plasmatica, C: N-acetil- B-D-
glucosaminidasa (NAG) en homogenizados renales. T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg
i.p, FC 5, 10, 30: ficocianina 5, 10, 30 mg/kg i.p., respectivamente. Los datos estan
expresados como mediat E.E., n=5-6. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP.
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Figura 11. Fotografias representativas del analisis histolégico tefiido con H&E. A: control
(CT), B: FC30, C: CP en donde las flechas indican células muertas, D: FC30+CP. T:
testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 30: ficocianina 30 mg/kg i.p., respectivamente.
Los datos estan expresados como mediazE.E., n=4. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP.

7.3.3 Marcadores de daino oxidante
Los marcadores de dafio renal aumentaron en el grupo tratado con CP. El CP

indujo una disminucién marcada en el contenido de GSH -25% (P<0.001) y un
claro aumento en el contenido de 126% en MDA (P<0.001), 358% en 4-HNE
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(P<0.05) y 42% de proteinas oxidadas (P<0.001, Figura 12) respecto al testigo.
Estos efectos se previnieron con FC de forma dosis-dependiente cuando se
inyecté una hora antes de CP (P<0.05 vs CP).

A B

GSH MDA

pmol/mg proteina
nmol/mg proteina

4-HNE

pumol/mg proteina

nmol DNPH/mg proteina

Figura 12.- La FC previene la disminucion en el contenido de GSH y el incremento de los
marcadores de dafio por estrés oxidante en homogenizados renales de ratones CD-1. A:
Glutatién (GSH), B: Malondialdehido (MDA), C: 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), D: Proteinas
oxidadas. T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 5, 10, 30: ficocianina 5, 10, 30 mg/kg
i.p., respectivamente. Los datos estan expresados como mediazE.E., n=4-9. *P<0.05 vs
T, #P<0.05 vs CP.

7.3.4 Determinacién de las enzimas antioxidantes
En el grupo tratado con CP disminuyé significativamente la actividad de enzimas

antioxidantes: GPx, GST, GR y CAT en: 40, 23, 40 y 11%, con respecto al grupo
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testigo (P<0.001 vs T, Figura 13). Mientras que los grupos pre-tratados con FC 5,
10 y 30 mg/kg i.p. una hora antes de CP prueban que la FC previno la reduccion

de la actividad con tendencia dosis-dependiente.
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Figura 13. La FC previno la disminucién de la actividad antioxidante de homogenizados
renales. A: Glutation peroxidasa (GPx), B: Glutatién-S-transferasa (GST), C: Glutation
reductasa (GR), D: Catalasa (CAT). T: testigo, CP: cisplatino 18 mg/kg i.p., FC 5, 10, 30:
ficocianina 5, 10, 30 mg/kg i.p., respectivamente. Los datos estan expresados como
mediatE.E., n=4-9. *P<0.05 vs T, #P<0.05 vs CP.

Una vez que se determind el dafio en el homogenizado renal, se realizaron los
experimentos en las mitocondrias aisladas de rindn con la dosis de FC mas

efectiva (30 mg/kg i.p.).
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7.4 Estudios en mitocondrias aisladas
Los resultados obtenidos de las mitocondrias renales se encuentran en la seccidn

de Anexos 12.2.1 a 12.2.6. Se demostré que el CP indujo disfuncién mitocondrial,
redujo la respiracion en el estado 3 y el cociente ADP/O con malato/glutamato y
con succinato, disminuyo la sintesis de ATP, indujo una disminucién en el
potencial de membrana y en capacidad de retenencion de Ca?*. El pretratamiento

con FC redujo significativamente estas alteraciones.

El CP indujo dafio oxidante mitocondrial el cual se previno con el pre tratamiento

de FC en el grupo FC+CP. Ver seccion de Anexos (12.2.7).

El CP indujo una reduccion significativa en la actividad de las enzimas
antioxidantes GPx y CAT la cual se previno con el pre tratamiento de FC en el

grupo FC+CP. Ver seccion de Anexos (12.2.8).

8 DISCUSION

El CP es un agente quimioterapéutico utilizado a nivel mundial. Sin embargo, su
demanda esta limitada debido a la frecuencia alta de nefrotoxicidad. Por este
motivo, y considerando la importancia que tiene este medicamento en la practica
clinica, nuestro grupo de investigacion trabaja en un modelo in vitro e in vivo, con
el objetivo de identificar productos de origen natural que disminuyan los efectos

colaterales de CP.

En estudios previos, se demostré que la FC tiene propiedades benéficas para la
salud, es decir, tiene efectos anti-inflamatorios, anti-carcinogénicos y antioxidantes
(Fernandez-Rojas et al., 2014a). Precisamente, esta ultima propiedad nos fue de
gran interés ya que existe suficiente evidencia que sugiere que el mecanismo
adverso por el cual el CP induce el dafio renal, esta asociado al estrés oxidante
secundario al incremento de ERO acompafado de una disminucién en la actividad

de las enzimas antioxidantes. Entonces resulta factible pensar, que el estrés
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oxidante generado por CP pudiera ser disminuido si se reestablece el equilibrio

entre los agentes oxidantes y antioxidantes.

El dafo renal provocado por CP se caracteriza por un aumento de creatinina
plasmatica y de BUN, asi como una reduccidon de las enzimas antioxidantes GPX,
SOD y CAT. Ademas, el CP induce un dafio oxidante caracterizado por el
incremento de MDA, 4-HNE, entre otras. Estas alteraciones pueden prevenirse
con el empleo de antioxidantes. Para cumplir con este objetivo, trabajamos con
ratones CD-1 pero debido a que no se habia estandarizado el modelo de dafio
renal en el laboratorio, se procedié a trabajar con distintas dosis de CP. Luego de
una serie de experimentos, observamos un incremento significativo en los niveles
de BUN y creatinina con valores al doble del testigo cuando se uso la dosis de 18

mg/kg, por lo que se decidié trabajar bajo estas condiciones.

Lim et al. (2012) demostraron que el pre-tratamiento de 1 h con FC (50 mg/Kg
i.p.), antes de administrar una dosis unica de CP (12 mg/kg i.p.) en ratones
C57BL/6, disminuye la apoptosis inducida por este antineoplasico. Teniendo como
antecedente este estudio, realizamos experimentos en los que se indujo el dafio
renal al usar una dosis de CP de 18 mg/Kg i.p. en ratones CD-1 pre-tratados con
FC (5, 10 y 30 mg/kg i.p.).

El dafio renal se caracterizé por el aumento de creatinina y BUN después de una
sola dosis de CP 18 mg/Kg i.p. Dicho dafio se confirmé tanto con la determinacion
de NAG como por estudios histologicos. La enzima NAG es un marcador
especifico de dano tubular, y por lo tanto, un marcador del dafo inducido por CP.

Nuestros datos confirman los encontrados por Lim et al. (2012), quienes
demostraron la proteccién renal con FC (50 mg/kg i.p.) en ratones tratados con CP
(12 mg/kg i.p.). Sin embargo; somos los primeros en demostrar otros mecanismos
de proteccion de FC, la reduccion del dafio oxidante, su relacién con las enzimas
antioxidantes y la prevenciéon de la disfuncion mitocondrial como se describe a

continuacion.
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En el homogenizado renal, el contenido de MDA, 4-HNE y proteinas oxidadas,
como marcadores del dafio oxidante de lipidos y proteinas, respectivamente, fue
mayor en el grupo tratado con CP. A diferencia de éstos marcadores, se observo
una concentracion baja del contenido de GSH, principal antioxidante no enzimatico
hidrosoluble donde el desbalance de éste afecta la homeostasis de ERO y de
antioxidantes endogenos del organismo, por lo tanto su baja concentracion refleja
dafio oxidante. Se encontré6 que un pre-tratamiento de FC (10 y 30 mg/kg i.p.)
disminuye significativamente la presencia de los marcadores de dafio oxidante en

el homogenizado renal.

El marcado dafio oxidante y la reduccién del contenido de GSH en el
homogenizado renal del grupo tratado con CP, se asocié a la disminucion de la
actividad de las enzimas antioxidantes GPx, GR, GST y CAT. En parte, esto se
explica por el aumento de ERO y/o la reduccion del GSH, pues este ultimo es
cofactor de GPx y GST. Sin embargo la FC evita significativamente y de forma

dosis-dependiente la baja actividad de ellas.

El dafio por CP incrementa diversas ERO, tales como O,", H,O2, 'OH y ONOO',
entre otros (Yao et al., 2007; Ozen et al., 2004). En el estudio de actividad
antioxidante in vitro de la FC, se demostré que esta proteina es capaz de atrapar
estas ERO, lo cual puede explicar la reduccién del dano oxidante y le prevencién

de la pérdida en la actividad de las enzimas antioxidantes antes mencionadas.

Después de demostrar que la FC previene la nefrotoxicidad inducida por CP al
reducir el estrés oxidante, nos enfocamos a determinar si la prevencién de la
disfuncién mitocondrial era otro de los mecanismos involucrados en su proteccién,
estos datos, asi como su metodologia realizada se encuentra en la seccion de

Anexos.

Para este momento, el CP empleado en los ensayos del homogenizado renal se

termindé. Por lo tanto, hicimos uso de un nuevo frasco de CP pero de diferente
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marca. Se buscé la dosis que reflejara el dafio renal observado en el estudio
previo (homogenizado renal), con base en los niveles de creatinina y BUN. La
nueva dosis de CP correspondio a 22 mg/kg i.p. Una vez que se comprobd que la
FC protegia del dafio renal inducido por CP, se comenzaron a realizar los

experimentos en las mitocondrias.

Se empled microscopia electronica con el objetivo de evaluar nuestro método de
aislamiento mitocondrial. El resultado derivado de esta evaluacion revelé una

pureza alta de las mitocondria aisladas.

Los datos de oximetria revelan que el tratamiento con CP induce alteraciones en
los complejos mitocondriales y causan la reduccion del consumo de oxigeno del

estado 3 con malato:glutamato como con succinato.

Se podria especular que el tratamiento con CP modifica la actividad de los
complejos I-IV. ElI consumo de oxigeno del estado 4 se incrementé con ambos
sustratos; es decir, las mitocondrias estan desacopladas pues fueron incapaces de
incrementar la respiracion en presencia de ADP exogeno (estado 3). En
consecuencia, el ICR disminuyd. Probablemente, la FC atenué las alteraciones en
la actividad de los complejos mitocondriales inducidos por CP, quiza lo suficiente

para reducir las variaciones en los estado 3 y 4 y el ICR con succinato.

La respiracién desacoplada inducida con FCCP se reduce significativamente en el
grupo de CP, ya que probablemente, la actividad de los complejos mitocondriales
(I-1V) estan afectados. En el grupo pre-tratado con FC se re-establece la

respiracion desacoplada (con succinato como sustrato).

En el grupo tratado con CP, el rendimiento de la sintesis de ATP por oxigeno
consumido (ADP/O) se reduce, dato que correlaciona perfectamente con la
disminucion de la sintesis de ATP inducida por CP. Estos cambios se previnieron

por la dosis unica de 30 mg/kg i.p de FC.
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El calcio y las ERO, son inductores de la apertura del poro de transicion de la
permeabilidad (PTPm). Asi, el ensayo de manejo de calcio y el de potencial de
membrana mitocondrial, indica que las mitocondrias del grupo CP no tienen la
capacidad de almacenar Ca”* de la misma manera que las del grupo testigo, como
consecuencia del ingreso del cation el potencial de membrana se reduce
provocando la apertura del PTPm y la subsecuente liberacion de Ca?*, como
consecuencia la disipacion del potencial de la membrana mitocondrial (Isenberg y
Klauning, 2000). En experimentos que emplearon a la CsA como un inhibidor del
la apertura del PTPm, la mitocondria conservo la habilidad de retencion de calcio y
el potencial de membrana mitocondrial (Isenberg y Klauning, 2000). Estos datos
evidencian que las mitocondrias del grupo CP inducen la apertura del PTPm.

Estos cambios se previnieron por el tratamiento con FC.

Se ha reconocido la disfuncion mitocondrial como un mediador en diferentes
patologias, como el envejecimiento celular debido al aumento de ERO que origina
dafios al ADN, lipidos y proteinas (Paradies et al., 2010; Brand et al., 2013).
Aproximadamente el 2% del oxigeno en la mitocondria se reduce a superéxido,
principalmente en los complejos | y lll, la mayor parte es dismutado de H,O, por
SOD mitocondrial (Inoue et al., 2003; Klimova y Chandel, 2008). ElI H,O, puede
atravesar a través de la membrana mitocondrial y mas tarde puede dar lugar a la
produccion de radicales hidroxilo altamente reactivo y al dafio oxidante (Ott et al.,
2007).

El dano oxidante mitocondrial inducido por CP se caracterizé por una reduccion
significativa del contenido de GSH y por la reduccion en la actividad de aconitasa.
En el grupo FC+CP, la FC evit6 la reduccién de las enzimas antioxidantes CAT y

GPx, las cuales degradan al H,0,.

El radical O,” es la ERO responsable del mayor dafio oxidante en las
mitocondrias, ya que todo el O," se reduce a H,O,. Esta Gltima ERO, difunde

libremente por la membrana mitocondrial induciendo dafio a proteinas y lipidos del
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rindn. A la vez, la reduccion de GSH disminuye la actividad de GPx que lo emplea

como cofactor.

Gupta et al. (2011) describieron que la FC (70 mg/kg i.p.) mitiga la despolarizacion
de la membrana mitocondrial y atenua la apoptosis en timocitos de ratas tratadas
con tributil estafo (Gupta et al., 2011). También, se ha demostrado que la FC (200
mg/kg por via oral) previene la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
(Saini et al.,, 2012). Recientemente, Lim et al. (2012) describieron el efecto
inhibidor de FC (50 mg/kg, i.p.) en los eventos apoptéticos inducidos por CP (12

mg/kg, i.p.) en ratones.

Coinsiderando nuestros resultados y los antes descritos, el siguiente paso en
nuestra linea de investigacion seria determinar la actividad de los complejos
mitocondriales y conocer si la FC no interfiere con la accion antineoplasica del CP.
Por otro lado, es necesario evaluar si los resultados obtenidos en el presente
estudio serian reproducibles en un modelo de cancer murino y posteriormente en
humanos con cancer, con el fin de prevenir la nefrotoxicidad inducida por CP y

quiza otros efectos secundarios.
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9 RESUMEN DE RESULTADOS

La FC utilizada presenta actividad antioxidante contra las ERO involucradas
en el dafio renal inducido por CP.

La FC protege de manera dosis-dependiente contra el dafo renal
inducido por CP en el homogenizado renal en ratones CD-1. Esta
proteccion se asocio con la reduccion del dafio oxidante y a la disminucion
de las enzimas antioxidantes (GPx, GST, GR y CAT).

La FC previene el dafio en los siguientes parametros mitocondriales tanto
con malato:glutamato como con succinato, evité la reduccion en: el ICR, la
sintesis de ATP, el potencial de membrana y del manejo de calcio, la
actividad de las enzima antioxidantes GPx y CAT, asi como en la actividad

de aconitasa y del contenido de GSH, marcadores de estrés oxidante.

10 CONCLUSION

La ficocianina previene el dano renal inducido por cisplatino reduciendo el dafio

oxidante, previniendo la reduccién de la actividad de las enzimas antioxidantes,

asi como la disfuncion mitocondrial inducida por cisplatino.
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12 ANEXO

12.1 Aislamiento de mitocondrias renales

En este punto del trabajo se termin6é el CP usado en experimentos anteriores
(Sigma Cat. no. P4394 lote: MKBG8465V) y se comenzd a emplear un nuevo
frasco de CP (Aldrich Cat. no. 479306 lote: MKBH5984V). La dosis del nuevo
frasco que indujo un dafio similar al CP anterior, fue la dosis de 22 mg/kg i.p.

(Figura 1A). Asi, los experimentos se realizaron con esta nueva dosis.
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Figura 1A. Dosis efecto del nuevo cisplatino que se empled en las determinaciones en las
mitocondrias aisladas de rifidn en ratones CD-1. *P<0.05 vs 0 mg/kg i.p. de CP.

El aislamiento de las mitocondrias se realiz6 en los grupos: T, FC (30 mg/kg i.p.),
CP y FC+CP. Para el fraccionamiento celular, los rifones se colocaron en un
homogenizador tipo Potter en amortiguador de aislamiento 1, pH 7.4 (manitol 225
mM, sacarosa 75 mM, HEPES 11 mM, Na,EDTA 1 mM, BSA 0.5%) en una
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relacion 10:1 (m:v). Los nucleos y células no homogenizadas se separaron tras
centrifugar a 1,100 g por 5 minutos a 4°C. Para la obtencion del boton de
mitocondrias, el sobrenadante se centrifugd nuevamente en un gradiente de
percoll (15-56 %) a 18,500 g por 10 min a 4°C. Con el fin de eliminar el percoll, se
realizé un lavado del pellet con 1 mL del amortiguador de aislamiento 2, pH 7.4
(manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, HEPES 11 mM, EDTA 1 mM) y se centrifugo a
12,500 g por 10 min. Finalmente el pellet se re-suspendid en 50 pL del

amortiguador de aislamiento 2 (Figura 2A).
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Figura 2A. Diagrama representativo del aislamiento de mitocondrias renales con
gradiente de percoll. Basado en ELTE Faculty of Natural Sciences, Institute of Biology
Copyright © 2013.

12.1.1 Microscopia electrénica de mitocondrias aisladas

Las mitocondrias aisladas del grupo testigo se obtuvieron mediante el método
descrito en la seccién 7.7 se fijaron en una solucion de glutaraldehido al 10%
disuelto en tampon de cacodilato pH 7.2 durante 4 h a 4°C, se fijaron
posteriormente en 2% (v/v) de tetroxido de osmio, se deshidrataron en alcohol
etilico y se embebieron en resina epoxi. Se obtuvieron secciones ultrafinas con un
ultramicrétomo Sorval MT-6000, contrastados con acetato de uranilo y citrato de

plomo y se examinaron con un microscopio electronico FEI-Tecnai G2.
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12.1.2 Oximetria

El consumo de oxigeno se determind con un electrodo tipo Clark en una camara
de 100 pyL a 30°C. Se empled un medio de respiracion que contenia: manitol 220
mM, sacarosa 70 mM, KH,PO,4 10 mM, MgCl, 5 mM, HEPES 5 mM, EDTA 1 mMy
BSA 0.2%. Como sustrato de respiracion se utilizé tanto succinato como
malato/glutamato. La determinacion se inicio al colocar las mitocondrias recién
aisladas (10-15 pg de proteina, estado 1), posteriormente se adicioné el sustrato
malato/glutamato 10 mM/0.5 mM o succinato 10.5 mM, respectivamente (estado 2)
y AD 115 pM (estado 3). Al agotarse el ADP, la respiracién llego al estado 4. En
ese momento se adicioné FCCP 0.2 mM para obtener la respiracion desacoplada.
Todos los datos se ajustaron a la cantidad de proteina adicionada. El ICR se
calculé como el cociente del estado 3/estado 4 y la relacion ADP/O se obtuvo tras
interpolar la cantidad de AD adicionada por pmol de oxigeno consumido durante

el estado 3 (Figura 7).

12.1.3 Sintesis de ATP

Se determind en mitocondrias recién aisladas mediante reacciones acopladas que
se basan en la produccién de NADPH a partir del NADP™ por la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) con glucosa-6-fosfato como sustrato. EI medio
de reaccion empleado contenia: hexocinasa 9 U/mL, glucosa 2.6 mM, G6PDH 2
U/mL, NADP™ 1.8 uM y succinato 17 mM como sustrato para 15 ug de proteina
mitocondrial. La cinética se inicioé con la adicion de ADP 0.24 nM y la absorbancia
fue medida a 340 nm por 5 min. El coeficiente de extincion de NADPH usado fue
6,22x10° mM”'cm™. Finalmente se adicioné oligomicina A (10 pM) para la
determinacién de la sintesis basal, ésta se resta a la actividad obtenida sin

oligomicina.

12.1.4 Retencion de calcio

El manejo de Ca** se evalud con un espectrofotémetro de doble haz y se grafico
el delta de absorbancia entre 675 y 685 nm. Se empled arsenazo Il 28 yM en una
mezcla de reaccion que contiene: KPi, succinato 10 mM, ADP 0.2 mM y rotenona
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1.8 pg/mL. El ensayo inici6 con la adicion de 2 mg de proteina mitocondria (4
ratones) y posteriormente se adicioné CaCl, 100 yM. Como control interno del
ensayo, se coloco ciclosporina 1 uM al grupo tratado con CP (Martinez-Abundis et
al., 2010).

12.1.5 Potencial de membrana

La disipacion del potencial de membrana se evalué con el colorante cationico
safranina O con un espectrofotdmetro de doble haz y se graficé la diferencia de
absorbancias de 525 y 575 nm. Se realizé de la misma manera que el ensayo de
manejo de Ca®*, previamente descrito, la diferencia fue el uso de safranina 10 pM
(Garcia et al., 2000).

12.1.6 Daino oxidante mitocondrial
Para conocer el dafo oxidante en los grupos, se determind la actividad de la

enzima aconitasa y el contenido del GSH en las mitocondrias renales.

12.1.6.1 Aconitasa

La actividad de aconitasa se midid espectrofotométricamente como la formacion
de cis-aconitato a partir de citrato de sodio 1 mM, cisteina 1 mM, MnCl, 0.5 mM,
siguiendo la absorbancia a 240 nm empleando un coeficiente de extincion molar
de 3.6 mM'cm™ (Garcia et al., 2000).

12.1.6.2 Contenido de GSH
El contenido de GSH se determind del mismo modo que el homogenizado renal,

(apartado 7.6.2) con 50 ug de proteina mitocondrial.

12.1.7 Actividad antioxidante mitocondrial

La actividad de las enzimas antioxidantes se determiné del mismo modo que el
homogenizado renal empleando 50 ug de proteina mitocondrial (apartado 6.6.3.).
Para la determinacién de la actividad de la enzima SOD se emplearon 125 ug de
proteina mitocondrial en una mezcla de reaccién que contenia xantina 0.3 mM,
EDTA 0.6 mM, NBT 150 uM, Na,CO3 400 mM y ASB 1%.
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12.2 RESULTADOS ANEXOS

12.2.1 Marcadores de dafo renal
Después de 72 h de la dosis de CP, se encontré un incremento significativo (2 a 3

veces) en los niveles plasmaticos de creatinina y BUN. El pre-tratamiento con FC
(30 mg/Kg i.p. 1 h antes del CP), previno las alteraciones en los marcadores de la

funcién renal (Figura 3A).
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Figura 3A. Marcadores de funcién renal. La dosis unica de CP (22 mg/kg i.p.) incrementé
la concentracion de creatinina (A) y BUN (B) indicando dafo renal. El pre-tratamiento con
FC (30 mg/kg i.p.) previno significativamente dicho dafio.

12.2.2 Microscopia electrénica de las mitocondrias aisladas
La calidad del método de aislamiento de las mitocondrias se estimé por

microscopia electronica. En la Figura 4A se observan mitocondrias obtenidas a
partir de los rifiones del grupo T. Las membranas internas y externas estan
conservadas en la mayoria de los organulos estudiados, indicando una alta

eficiencia del método de aislamiento de mitocondrias.
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Figura 4A. Microscopia electréonica de mitocndrias aisladas (50,000x). La calidad del
aislamiento mitocondrial se evalué mediante microscopia electronica. Las mitocondrias
estan bien conservadas indicando una alta eficiencia en el método de aislamiento.

12.2.3 Oximetria

12.2.31 Malato:glutamato como sustrato
En el grupo tratado con CP se redujo marcadamente el estado 3, aumentd el

estado 4 y por lo tanto se obtuvo un ICR bajo. La respiracion maxima, inducida
con FCC, se redujo de manera significativa en comparacion al grupo T. En el
grupo pre-tratado con FC se previno la reduccion del estado 3, mas no el
incremento del estado 4, ademas se atenud la reduccion del ICR y la respiracion

desacoplada inducidos por CP (Figura 5A).

12.2.3.2 Succinato como sustrato
La respiracion mitocondrial de los diferentes estados, con succinato como

sustrato, fueron significativamente diferentes al grupo T. El grupo de CP redujo la
respiracion en el estado 3 e incrementd el estado 4. Como consecuencia,
disminuy6 el ICR (estado 3/ estado 4). La respiracion con el desacoplante FCCP,
incrementa al maximo la respiracion, sin embargo este aumento fue minimo en el

grupo tratado con CP.

En el grupo pre-tratado con FC, se previno la reduccion del estado 3y 4, el ICRy

la respiracién desacoplada (Figura 6A).
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Figura 5A. Respiracion mitocondrial con malato/glutamato. En el grupo tratado con CP se
reduce significativamente el estado 3 (A), se incrementa el estado 4 (B) y se reduce tanto
el ICR (C) como la velocidad maxima (D). El grupo pre-tratado con FC evita las
alteraciones del estado 3 y el ICR, mas no las del estado 4 ni la respiracién desacoplada
inducidas por CP. Los datos estan expresados como mediazE.E., n=3-6. * P<0.05vs T, #
P<0.05 vs CP. T: testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.).
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Figura 6A. Respiracién mitocondrial dependiente del complejo 2. En el grupo de CP
redujo la respiracion del estado 3 (ADP) (A) e incrementd el estado 4 (sin ADP) (B), se
reduce el ICR (estado 3/ estado 4) (C) y reduce la respiracion desacoplada (con FCCP)
(D). Dichos cambios fueron prevenidos de manera significativa en el tratamiento con FC.
Los datos estan expresados como mediazE.E., n=3-6. * P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP, T:
testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.).
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Figura 7A. Efecto de FC en el rendimiento de la sintesis de ATP por molécula de oxigeno
consumida durante el estado 3 con malato/glutamato como sustrato Los datos estan
expresados como mediatE.E., n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP.

Otro parametro determinado fue el rendimiento de la sintesis de ATP por consumo
de oxigeno (ADP/O) con ambos sustratos (Figuras 7A y 8A). Dicho rendimiento se
redujo de manera significativa en el grupo tratado con CP en comparacién con el
grupo T. Estas alteraciones se previnieron de manera significativa en el grupo
FC+CP.
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Figura 8A. Efecto de FC en la sintesis de ATP con succinato como sustrato. Relacion
ADP/O, rendimiento de la sintesis de ATP por molécula de oxigeno consumida durante el
estado 3. Los datos estan expresados como mediazE.E., n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05
vs CP.
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12.2.4 Sintesis de ATP
El gradiente de protones generados en el transporte de electrones de los

complejos mitocondriales |, Ill y IV se emplea en la sintesis de ATP por el
complejo V o ATP sintasa. Los datos de las mitocondrias aisladas de los grupos,
revelaron que el grupo tratado con CP reduce marcada y significativamente la

sintesis de ATP en comparacion al grupo T (Figura 9A).

Estos datos indican que el bombeo de protones por los complejos Ill y IV
probablemente estén reducidos en el grupo tratado con CP aunado a la baja
actividad del complejo V, ATP sintasa. Como consecuencia el potencial de
membrana generado no es suficiente para sintetizar ATP y/o la ATP sintasa esta
dafada por CP. El pre-tratamiento con FC, previene la reduccion de la sintesis de
ATP.
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Figura 9A. Sintesis de ATP por la mitocondria con succinato como sustrato. Los datos
estan expresados como mediatE.E, n=4-5. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP.

12.2.5 Retencion de calcio por la mitocondria

La evaluacion del manejo de Ca?* de las mitocondrias de todos los grupos
demuestra que el grupo tratado con CP no posee la capacidad de retener el Ca**

adicionado y, tan solo 5 minutos después de anadirlo, las mitocondrias lo liberan al
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medio. A diferencia del grupo T, el cual retiene el Ca?* hasta el final del ensayo

(Figura 10A). No obstante, el grupo FC+CP previene esta liberacion.
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Figura 10A. Efecto de FC en la retencion de calcio mitocondrial determinada con
arsenazo lll. El trazo representa tres experimentos realizados de manera independiente

con un pool de 4 ratones por grupo. Ciclosporina (CsA).

12.2.6 Potencial de membrana
Por otra parte, el estudio del potencial de membrana evaluado con safranina,

demuestra que el grupo CP pierde el potencial de membrana al poco tiempo de

adicionar el Ca**, mientras que el grupo FC+CP conserva el potencial de

membrana por un tiempo mas prolongado (Figura 11A).
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Figura 11A. Trazo representativo del potencial de membrada determinado con safranina
de tres experimentos independientes. El grupo CP pierde el potencial de membrana al
poco tiempo de adicionar Ca** 100 mM a los 600 s.

12.2.7 Daino oxidante mitocondrial
El cisplatino indujo dafio oxidante en las mitocondrias renales aisladas y redujo la

concentracion de GSH de manera significativa con respecto al grupo T. A su vez,
redujo la actividad de la enzima aconitasa, la cual es muy sensible al dafo
oxidante. En el grupo pre-tratado con FC, se redujo la pérdida del contenido de

GSH y se atenuo la pérdida en la actividad de dicha enzima (Figura 12A).

60



GSH Aconitasa
160
181 140 1 B
1j7 . 120 |
2121 = g 100
2101 > 80
£ o081 £ e
_% 0.6 E 40
0.4

20 4
0.2 1

0.0

T cP FC+CP FC

Figura 12A. Marcadores de dafo oxidante mitocondrial. El pre-tratamiento de FC
previene la reducion de (A) GSH y (B) de la actividad de aconitasa inducida por CP. Los
datos estan expresados como mediatE.E., n=3-6. *P<0.05 vs T, # P<0.05 vs CP. T:
testigo, CP: cisplatino (22 mg/kg i.p.), FC: ficocianina (30 mg/kg i.p.), GSH: glutation.

12.2.8 Actividad antioxidante mitocondrial
Se evalud la actividad antioxidante en las mitocondrias renales aisladas de los

diferentes grupos. La FC previno significativamente la reduccién en la actividad de
CAT y atenud la reduccion en la actividad de GPx y GR inducidos por CP. La
actividad de SOD solo fue ligeramente reducida en el grupo tratado con CP. La FC
per se no modificd la actividad de GPx, CAT y SOD pero aumenté la actividad de
GR (Figura 13A).
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1. Introduction

Recently, many scientific popers hove fooczsed their attention
an kealth promoting properties of s=veral foods | Avils-MNawa
rtal, I004; Broithwnite ef ol 2014, Tonhergoraby, Matalk, &
jnrrynzkd, 3014). The role of Amcional foods and their com-
ponents in disense rigk reduction, treptment and promaotion
of hwmnan health has been demonstrated (Greffithn, Abermetty,
Schuber, & Willinme, 2008 Lobo, Pasil, Fhatal & Chandm, 2010,
Tenore, Movellino, & B, 301%, Valic et al, 2014, Zhoang, Teng,
& s, 2019} Frnctina] foods commtin one or o i)
mnd sz such nutmcenticn] sre defned s compounds or prod-
ucts that have been isolated or purified from [ood sourres that
poszess & rated health-p ting properties (Cuntidio
et al, 2008; Lattanma, Ercon; Linsalats, & Cordinall, 2009
Hoberfrmd, 3000) in this regard, phycocyanin [FC) to a
nutracruticn] compound with beological activity solated amd!

pl.uiﬁ.:dﬁ:znmrukp:llmupu&n de Momais, & de
H:l:u:ll.l. I01%; Fangratuti & Eim. 2011} PC has shown ant-
1 Y, antipiatelet, pnti-concer, nephroprotective pnd
hepatoprotective properties that may be expinimed, at least in
part, by its antsoxidant activity The aim of this review is to cnti-
cally nnatyze the properties of PC and the results obtmned fom
stodies that show the involvement of the antogdant actv-
1ty af thiz protein n s nutreceuton] properties.

- General chamcteristics

PC iv & projein foun the phycobilEprotein (FAF) furmily (Palel,
Mtisto, Pawar, & Ghosh, 200%) chamactesred by ibs intense hliie
color. it is 0 perspheml accessary lght-haryestng complex callad
phycolnbsome [PES], which is essembled on the surdsce of the
dehnmmmmntnmhu-
ciztion energy to the center maction where the maximmam
wavelength of abserption is near o 670 nm (Ben=detti ot al |
ZU00; De Marsac 8l Cohen-Bamre, 1577)

PLis one of the main pigments of Mexican algae Spiralins,
which is used s a dietary supplement due to its high content
of protein, vitnming, minemals and sssental fatty ackds (Absan,
Manhudn, Tim, & Mohommad, J0E; chermng, Cheng, Tem, &
Chod, ZM0F; Manconin et al,, 3095 Thanh-5ang, Soki, &

Ee-Ewon, 3013). This pigment iz found in cyanocbactens and
eukmryot algae sich o Rhodophyts and Crypomonads {Slaser
& Skryer, 1583} PC bs classified into three types, C-PC [ob-
mined from cynnobocteria), B-PC (pbinined from red algne) end
B-PCll (obixined from Syned us spercies) (Kickius, Gingh,
Thomas, & Al-Haxin, 2013 Wang =t &l 2004). In Brio Teniew,
the general properties of the three types of PC ore desoribed.
rC has been extmcted from different algae sources {Tohl= 1}
In the Spirulina slgne, PO provides its chaoracieristic green—
blue color (Eviksen, 7008, Gantar, Simowid, Diilss Gonzaler, &
Mtiimoveics, 3013, Slveim, Dnomes, Surker. & Kalll, F004],

Furthermore, PAFs ;e themost stmmedant peroteins o mamy
cyenobacterin and sigae However, it has been pontuluted that
FEPs are nol essential for the cell finction beeamse they mre
d-rgzulcdwhnrnitmgtq'udqn‘ivﬂlmﬁnt.!mm comi-
sifered wx m soue of mirogen stomge {Sloth, Wicbe, & Erik=en.
o).

PEFs n3= water solithle; they have bright color and nre highly
flunrescent Alss, they exhibit different and unique gualia-
tive anrd guantatative features inciheding w brood spectnum of
wisible Light absorption and high absarption coefficient
{Chatipgadhysy = il 2012 Glazer & Stryer, 1385).

PC purity i evalunted based on the shsorbance ratio Ag20/
A0 The absorhance at 620 snd 2390 nm correspond to PO and
lotal proftein, ni‘p:rﬁw]r (Fatil, Chethana, Gridewi, &
Haghmrmrao, 20068). FC #s considened food grode wihen As20¢
ATAD s S0 7, resgent grade when ADWAZED B between 0.7 and
1.9 and amnlytical grade when ASMVAZAD ix 24.0 [(Antels,
Anzchag, Ooets, & Kalil 2000; Koddos e« al | 2003 Pabl =t ) |
2004).

Equabtan (1) is used to detenmune the FC concentrabion (mg!
mL] in crude extracts :.."l.n!.dn et al_ 0, Bennett & Rogorad,
IH7R; Patel et ol 00 Silyerm et ol 3008,

DD gy — 0 ATAIO Dy |

fpej= o i

The optical density at 833 nm comrespands to allophoy-
cocyamnin; another FRP. The lethal doase 30 (10w of PC analytic
grade hax not been estshiished yet The higher dose used with
no chaerved ndverse effect level (NOAEL) wes studied by Rormay,
Leddn, and Gonzgles (135€h); they found s NOAEL of 3 g'ieg.
Currently it has been shown that WOALL of PC gven omily
is 3 gfikg (0w, Lin. Pub, Yang, & Cheng, 3013), The NOAEL of
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Asmryochicn marnng Sumrmnnedd and Mactsl] {301

Aminrea Ganter et al (3013
Amztures flour aguar sharmb, eminfs Shalsby, snd Mabhmad G012
Asacbarea yarizhilis Chpmar, Cote. o Segeiman (18mK)

Amryrti nidulmm Chapmap e n} [1560]

Aphmnatheon Gantar etak (2015

Aphanizomrmon fios-oquor Amnaltwo, Scepuioril and Zalls 2009

Arthrumama afrrmmum Atmiiri e2 2l [200T)

hrespira {Spomima Msncnrn et of (009; Eodriguez-Ginches o ool (3052 Ouer sl 000k
Arthreepira fusiformis (Vormich) Praoewve = el {20

wirain Hegruald 1970783

Calethris memizanaces Clapmar e al 1508

Cryptomonads Samsanali snd MacCall [Fo01]

Cyzmafum orfdormm Sarmmomaff md Macrail ja001)

Demxcarpa volacen Ehaprnan w2 Al [1505; Semmonofl snd Macol [3501)
Galdieria sulphirais Sinith #t al. (20085

Linmpthric Ganteref al {0010

Gt etal (2005
ks 2 Al (2003)

Lynjirya g Chepman e ol [F0EL Gantar et wl, [F0LI; Pris] eb sl (200 Pstel Saodies, e Gk {0

Srzhgocndus laminmus

Mzucystin orrnginosa Chagpiomm et ol [TWE}

Hostr Eimmsds e2 Al (2003)

Mewiy mwsTrum. Gemtsr et sl [2000

Oacidisrona ireman Chapman ek wl [Y968); fhannb et ol D005 Ghulie. Singh, Kssfyep, Gurt and Kesinesn [3008); Srimafevs
s

Fhormmtm Fgraewlanm Thamgom =t al. o)

Fhimeaizes frapie Eurnar mnd Caor {E4)

Fhormdium sp. Ghapal el GO Gone Troveds, mnd Sisdnmsse (200

Fhormfom harfum Putel =t al (J008)0 Pabsl Fowmr. Misfm, Sonawnee, gl Chiogh (2004); Pobed =2 8l {008} Shoite etal.
)

Flecumrem imrpamm Chrpmar e Al | 1500|

ForpinyTE trnrrn Chapman e n} [T568)

Empiym yrmoeran Leda Chumer e al FUil}

Fimpityra yrooemss Charoer o2 Al [2051)

ihnm g e al (200)

Emithora madadiom var, Nmadum Chapman e= ul {17

Epirufina mm Pubel et al (J00d), Fai=] =t ni (F00), Puted ey ol (G00q); KL Clien, Womp X, and Fan 20011 Wae=tal (X017}

iru-uhlphns l!:rneilsltu].L:lml];Eh'n.Lun_Jllﬂ'l.l.hnlmmlbdummlm.hﬂultmltﬂ;ll‘m:i:l-hdlﬂd.:mﬂ.
o ed ol (IOUTY Permitn-fal e al (3005, Fleansl o o (I35 Feenig et al, oy Zkeng et ol 2o

smrubing {Arsbmepie fusforms Mindooys e nl {30, fadhynrths wed Vesele o0y

Eymrchooootur ng TESNTE Abaiade {358

Synerhomooous o Daretir ef 8l (3713

Symechacerrus p. fybram 2331 Glazer, Cohen-Resire, and pal (1577

Synechoroorus fviduz Chapman = al [T50]

Wntirfinesis o Sabnrmathen md Sasssan {THGE)

Wolkcn soTmin Bl ez Al (2003)

70 mg'kg by mimperioneal [{p) rooate wis osed inomis, showmg
o side efects |Guptn, Dwivedi, & Ehondefwnl 2011). Hewever,
the higher dose of 300 mg'kg ip, has been dsed in expen-
ments with Wistar mats (Gonmler =t 8l 2603; Kumer &
Anhmrase, J074; Voatinaps, Getownd, & Madyssths 1990). PO is
clnssifind in category 3 according to the Internntional Labor Or-
gamization snd based on the orsl dose of 5 gy Addidonnl
research with higher doses, given orally or ip,; of analyticnl
grade PC is needed 1o definitively establish thes compound as
non-toxic, Further information aboot the metsbolites
produced andior geoemted by dafferent routes of sdministrn-
tion = regunred because it is ano issue that hes not yet been
explored

P food grade is peoemlly recogrized ex safe ({GRAS] food
umed as dye in the formlation of food products such as des-
serts, sweets, rake decoration, miflshakes, gum, jeiles pnd ice
crenm na well in cosmetics; alooholic beverspes, biotechnol-
ofy and - medicne jdrags} (Anielo et ol 20000 FOS 2002 Kim,
Pavichandran, Khan, & Kim, J00E| Yoshids, Tekogalki, &
Minhirmme, 1586}

The Baelectric poimt of PC vries between 4.1 2nd 64 de-
pending on the algae source and methods employed for
extraction ond purtfication (Clhen & Wong, 300 Silveim et &l
T008; Wang et al, 2014} s extinction coefficient (E™) ) o
0 nm o of 770,000 M 'on ! {Benedett et ol 2004} Formechy,
it wns believed that PCwes not light sensitve (Abelicwich & Shila,
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1373) but tecent evidences mdicate that it is ght setsitiee end
must be kept i dorkoess |Benedet et ol 2008, Wang =t al,
14 in fact, PC produces reartive axypen species (ROG) under
light oonaditions as i io descrsbed Inier Moreover, this protein
mumt be pursfied betivsen 4 mnd 3 "C {Eenedett ot ol | 2008; Mo,
Wang, Lin, & Zhow, 3007, Fatl, Chethane, Madbuzudhan, &
Rrghmnarao, 2003 becauses ic hent sengitive (Beredetts of al, 20060,
Chodklaban, Chiresgwan, Loha, T, & Sooneg, 2011 Obvetm,
Roen, Momes, & Pinsn, 2005; Siheim et al, 2008), besides its pasity
decreases through the tme [Gantar et o, 2003)

3. Fluorescence

PESs are dizintegmted when they are extracted in buifer; as
u result, the FEFu lose their copactty o tansfer elechons in
the photosynthetic process conferming to FEFs & fluorescent
property {Erikeen, 3008 Compered to other fuaorophores, FRFs
hove n high molar extinction coefficient and high Auores-
cence guanium Geid The PO mammum excitation wnveiength
is close to &20 m with an emmission peak at S40 oo,

FEPT nre conjugsted to mmmunoglobolins, protein & md
mvidin. Thas property has been used for histological spplice-
tionx, fluorescence microscopy, Immunosszayzs  and
{hiorescence-acinmted cell sortimg. Howrewer, PO loses thesr fun-
rescence and ahsorbance when in dennfored

4, PC structure

PC in composed of & protein and § non-protein component
imowrn ns phyrocyanahbilin (POB). Fipure 1 shows howr FBPs ond
thier comiiex form thie PES loted ot the Bryiakoid ouster meim-
brane; they are sdyacent to the reaction center of photosystem
11 hght hareesting appamies [Feiel =0 ol 2009 s man func-
tion iz t collect light efficiently when chloropiyll abscrbs and
tmnsier poorly the light energy to chlorophyll in the thyis-
koid membrane {Liron =t al | 2014, MocOoll, 2004, Zilinakon &
Greemwnld, 1586). The strocture of PCB is similar to thint of
hilirubin and biliventio [Fig 3} (Lokelrmi, Mahesward, &
Armnmomalal, 3008), FCB is oo open-cham tettapyrmle. respon-
aible for the intense biue color of PC

The protein component of PO consists of two homologous
mubunits, g mnd [ chain types globin covalently fnked to type
PCE by thipether linkage (Fig. 3)

Arconfing to Scheer and rhas (2008), g chain s attached
o one PCE vin cysteine 84 nnd i chain i joined to two PCEs
via cysteines B4 and 133 by thioether Inknges. 1n contest, Tang
rtal {2002) deascribed that it = bound to the cysteine 193 nnd
Shen et al (2000} sugpested that PCls are bound o the cyx-
teanes 87 and 199 (Shen ef ol , 7000; Shen, Gohincheer, & Brynm,
To08). Both cheina have g-helix structare and the three-
dimenmiomml structines are smmilor nomonsg; all orgenems (Scheet
& Thao, 7008} According to fts primary ssroctiere, of subunit has

Pryrodd isome | FES)
il

Fig- 1 - Stmcture of phycobilisome [FES), the majar
complex light collection in cysnohscteria and red algne.
PFEBSs are ¢ d of hundreds of ingly similar
chromophores, which sre p ina They are bled im
o {sshion that enables highly efficient transfer of energy
unidirectionally to the center renction. Severnl
phycobiliproteins (FEFs) nre imvolved in o cascade of energy
transfer from phycoerythrin (PE, red cyfinders) to
phycocyanin {FC, blue cylinders) and allophycacyanin (AFC,
photosystems 1l (purple ellipse) and 1 forange ellipaes). (For
interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader ia referred to the web wersion of this
article.)

teines i B4 and |1 B2 are m the B configumtion, wheress the C3
carbon of the BCH st cysteine i 133 i3 m the § conbpomton
{Gchirmer, Bnde. Huber, fidler, fr Tuber, 198%; Shen eFal 2008}

The monmner of B &5 formed by the i ond {i chnins, thess
form spgregntes notumiy os trimer {ogh} or hexnmer {mafid.
the latter ia the functional foom of PC and usually forrms blocks
into the antenna complen [Fadyana, Bhat, Madvasiba,
Hajashankur, & Eamainomar 2201 Scheer & ZThao, 2008}, The
#3fiy is composed of mine PCA units essembled by thiee eqgual
parts [Womick-& Momn, 3009 The molecular weight of suh-
units vares depending on the algae source and methods for
estrnction ond purifintion The g subanit & betwern 13 and
0.5 kDo and |§ subumnit & betwesn 11 nond 24.4 kDe. The protem
Data Bank destrbes that the malecular weight of PC oh-
mined from Spiniling moxima is 121 ke (mfl the molecuisr
weight for the y—chain is 17,3020 Dn and for the jchain &=
1T/827 2 D (Setynnoruynny. Potel, Mishrs, Gheah, & Soresh,
XiT). Accordmg o the database. the spoprotein contains 20
amuno nods and prowides the Auprescent ucinvity of FC. Bendes,
it s able to chelste Fe*? and Hl"- {Gmon et al, J0%4; Sur=sh,
Sdinbrrn. ftinkom, & O, 2008) PC trimers hove a dink'shope of
s dimmeter of 11 mm, a thickness of 3 em and s cavity of 3.3 mm
in dizmeter at the center {Sin, Wang & Cine, 3008,

twm oy and twmn rethi residues The [§ s comi-
tmins thyee cysteines and five methionme residues (Honng, Sun,
Wong, & |k, S007).

¥-may crystallogmphoc analyses of PC have shown that the
chiral €3 carbons of the PCB chmmophores attached to oys-

5. PC as an antdoxidant

1t = well entablished that anticodanis are able to prevent ROS
production anddor to scavempe them (Halliwell, 1934,
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Phycocyanobilin (PCB)

Biliverdin

Bilirubin

Samamnayaka & Li-Chan, 2011; Sliumpuite, Venskutaonis,
Murkovic, 8 Pukalskas. 2013, Wiriyaphan, Chitsomboon,
Roytrakul, & Yongsawadigul, 2013). The imbalance betwesn an-
tioxidant systerns and ROS prodi iz called oxidative stress,

This lattes is related to ds fading sthamoecle-
9518, ve di cancer, dinb mellitus,
mﬂnnmalntydunxs as well as aging processes {Durnckowr,
2010)

in 1938, Cuban researchers described for the first ime the
antioxidant activity of FC (Romay et al | 1958a) These authors
determined that PC was able 1 scavenge hydroxyl mdical ('O#),
alkoxyl radical (RO} and superoxide anion (0" ). PC was also
able to inhibit lipid p idation (Romay et al, 19580). In ad-
dition they described for the first time the anti-inflammatary
properties of PC (Romay et al | 1938%). It took a Little longer for
other researchers worldwide to confirm previous results or to
g that PC sc ged singlet oxygen ('0;) (Tapia, Galetovic,
Lermp, Fino, & Eduardo, 1393), hypochiorous acid (HOCI)
(Bermeio, Finero, & Villar, 2008: Romay, Ganzalez, Pizarro, &
Lissi, 2000), peroxyl radical {ROGC') (Benedetti, Benvenuti, Scoglio,
& Canestrari, 2010; Romay et al., 2000), 08 (3ermejo et al, 2008),
peroxynitrite (ONOQ ) (Bhat & Madyastha, 2001), nitric oxide
{'NO) (Thangam et al, 2013) and hydrogen peroxide {H:03)

{Fermandez-Rojas et al, 2014) (Fig 4). PC is also able to scav-
enge the non-natural radicals 2 2-azinobis(3-
ehtylbenzothianzolin-6-sulphanic acid) di i salt
(ABTS") and 1,}-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DOPPH) (Chen &
Wang, 2008, Huang et al, 2007). The 0;", "OH, DFFH and ABTS"
scavengmng activity of the purified PC from selenium-enriched
Sprulinag platensis algae (PC-Se) was slightly increased {Chen &
Wang, 2008; Huang =t al | 2007)

[ ly, some h have been proposed to explan

howrcanluhzukcs Both components are involved, the

pop in (2 and | subunits) and PC8 (Piconsil, Soogarun, &
Suwanwong, 2013).

Apoprotein has been sepamted using methanol and dena-
turing agents such as sodium dodecyl sulphate {SDS), urea and
trypsin. These agents have been used to demonstrate that
spoprotein contributes to the "OH scavenging activity. In fact,
& change in pH from 7 to 11 increased the *OH scavenging ac-
tivity becnuse the changes in protein charge modified its
vonfiguration {Huang et al, 2007). Romay =t al (2000) re-
paudhtnpopﬂmmpmdwmwnhm
and meth Other acids such as trypto-
phan, tyromne and histidine were able to scavengs ROQ® (Pated
et al, 2003).
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Fig. 3 - Phycocyanin (PC) (A) Crystal of PC from cyanobacterium 5. pl sis in form of b image
from PDB (hitp//www.rcsb.org) of FDB ID 1GHO (2011). (B) Schematic representation of PC bly. 1t is posed of two
P i bunits, @ and B chains, one phycocyanobilin (PCB) is bound to the a subunit and two PCBs are bound to the ||

bunit. {C) Chemical

of PCE, the chromogen responsible of blue color of PC.

PCB scavenges most radicals (Pleonsil ot ol 2013; Zhan-Ping
et al., 2009). "0; is stabilized by oxidation of double bonds of
the tetrapyrrole (Romay et al., 2000). PCB nlsp scavenges ONOC
(Bhat & Madyastha, 2001), HOCI {Liss, Pizann, Aspee, & Romay,
2000), "OH (Huang et al_ 2007) and ROO' (Patel et al., 2005). Other
assays have been used to determine the scavenging activity
of PC including oxygen radical sbsorbance capacity (ORAC),
ferrous ion oxidation xylenol orange (FOX), ferric reducing ability
of plasma (FRAF) assay, reducing power assay and intracellu-
lar reactive axypen levels using 2',7° dichloroflucrescein dincetate
(DCFH-DA) (Madhyastha, Sivashankari, & Vatsala, 2005). During
the scavenging activity of PC, its color gradually fades and its
absorbance at 620 nm is reduced, its fluorometric intensity dis-
appears and two new bands are observed at approximately
040 nm (Benedetti et al , 2004; E2ss3 o al., 2000; Foatel et al, 2063,
Tapis et al, 1933)

Under different light conditions PC has a bi-functional oc-
tivity, it can genernte "OH, whereas in the dark it ttaps them.
The 20S production is counteracted when concentration of PC
incrensed (Zhan-Ping et al 2009). However, Madhyastha et al
(2009 have shown that blue light increases the scavenging ac-
tivity against DFPR, "OH and HOC] as well as in the ORAC and
FRAP assays due to the induction of a conformational change
in ¢ and ) chains altering the presence of cystzines (Modhyustia

established that PC is able to trap several ROS. Besides, PC may
prevent the development of some disenses in which oxida-
tive stress i involved. The results obtained from these in vivo
and in vitro studies will be discussed later.

6. In vitro studies

Sevemnl studies have evaluated the effect of PC in cancer cells
and in non-cancer cells from several organs under different
protocols and axdative challenges (Table 2, Tahle 3 and Fig )

6.1,  Cancer cells

PC-Se has shown to prevent the cellular proliferation of human
melsnoma A373 cells and human breast adenocarcinoma MCF-7
cells by the induction of the intrinsic pathway of apoptosis
(Table 2). This latter was characterized by a reduction in the
mitochondrial membrane potential in cancer cells but not in
normal human fibroblast Hs68 cells (Chen & Wong, 1008,
Fig 5A). Therefore, these data suggest the use of PC as n pro-
phylactic agent for cancer diseases

On the other hand, PC showed beneficial effects in terms
of drug resistance. It is known that the expression of multidrug
i protein (MDR-1), involved in the resistance of dis-

et al, 2009)
Once the antioxidant properties of PC were d ated;
this protein was subjected to several oxidizing conditions to

evaluate its biological efficacy ag some pathological dis-
order in in vitro and in in vivo models. Currently, it is well

tinct anticancer drugs such as doxorubicin (DOX), is regulated
by ROS and cyclooxyg 2 (COX-2) =xp in human he-
patocellular carcinoma (HepG32) celly. As described oorlier, PC
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Fig- 4 - Fhycocyanin scevenges severnl reactive oxygen spedes (ROS). The sequential univalent reduction of cxcygen is
shoem in the lower panel. PCis able o scovenge all ROS tested in different studies. «=0H, hydmooyl mdical; Ro=, alkorg]

ncid; R0, peroxyl madical; ONOO, peroxynitrite;

mdical; 0;", supemxide anion; '0;, singlet oxygen; HoOd, hypoch]
‘N, nitric oxide; HyOy, bydmgen peraxide; ABTS", 2.2-azfnohina
DFFH, 1,1-diphenyl-2-picrylbydmayl.

3 lin-g-sulfonic acid) dismmoniom salt

may prevent MOR-1 indoction becmee it is able o scovenge
ROE mnd inkdhit COX-2 expressinn. bn fact, PO prevents the re-
sstance to DOX In HepiG cells (Mehonth =t =l 2010, Fig. 34)
Interestingly, does not mterfere with the antneoplastss ooty
ity of DOX in hioman ovaron cancer cells {Khun =t ol 2000k)

The me of FC has been proposed a3 a photooensitizer n
HepGl cells when these are pre-trested with FC snod frodi-
ated with Insey {He-He) Theee orlls mitinte the spoptotic process
thrrugh the intrinsic pathoay (Wang =t Al 2517); PC also
induces the loss of mitochondrisl membrane potential, the
releme of cytochmme © by the 805 incrense, the activetion of
caspase=-3 and the nrrest of the cell opcie m 0230, but oot m
the normal buman Tover cell Ene HLPTDZ (Wang =t al.. 2012
Fig 5} When confocal microscopy wes deed, PC was looated

inmide mitochondrin {Wang et al . 2003}, which ooy explain is
spoptobc =fiecks

In codon cancer HT-2% c=lis and lung sdenocarcinomas AS49
cells, PC mducesd, i o dose dependent monner, a reduction m
cell viability by inducing apoptosis. in addition. other authors
have previously described that FC treatment increnses nocienr
cordensation in comcer cells it dose-dependent mmnmer. Alsn,
DA frapmentation inorensss and cells are nrrested ot the GO/
G1 phase of cell cycle, probahly as o checkpoint te prewent cell
meplication [Thangam ef ol . 20E3]

Finally, the use of PC hos been proposed as an agent
in the photodynamic therapy that i combination with He—
e light could prownide o possible tumor therapy |LY, Chu. Gan,
& Li, FRO; Whang et ol FR13) indeed, PC has ‘been suggested

PC concewtration Major gutcormes Feference
HTFIRAMY gl for 480 Antigtident and anttproliferatve sctivity, apoptmis, Themgumi =t =l [2013)
Wil () membrane bisbhing, niscdenr oond inm and OHA
¥3 yigiml, i) iregmen tation.
EHepod o Ereatiment P {1-100 ) amd The sxpression af MOR- 1 =gl by inhi Mizhanth eial. ()
DOX [100 nkt-%0 i8] for 12-ah ef ROS and OON-2
MICF-T AT D40 M Ge-POfm T2 R ipmiiferative ami apoptotic eHect. Chert amnil Tekang [FrH0E)
Deeruapticn of miochandrinl membmpe pobential
Hepol Fre-irevtiment Tor 4 hwith Pe Apopiosiy m {ndoced by high leveds of BOG, cning Whang =t sl {5013}

§o-400 o 1o -
2 3 leser beam. Caltized fnr 32 h
100 ygimi. s

ﬁl'mc'hn.ﬁl]m-"n.rdemqmchm C
and cespese 3 arttwmEion

Ko mchistory concentration. MOS: ourhilrug Tesisnnce protein, COX-2: cyclomrygenae-2. Ly loss of miochondrial memibmae potential
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Celb'call Ine PC concentration Dmdent challenge Baferenos

RAW 2847 -I% gmL for JLh Lapepolysercharide {1 pgmil for 24k thernperal 007

Erythrocytes 10~ i ertract for 3 min Lipis] perostidaion 3 mM AAPH for d-0h  Benedett et ol (2004

Fixielemn 02~ 41 ohd 3 min before exidnnt challenge Flatelet aggregation Euimo et ul. f2o007)

Mnoruckess rells 3 bt pre-trestment for 4 hoand co-imoubation or2 b beradiation 70y tommmm et al OTH

Carfiomyocytes 10 Far 1 h end subsequent oe-incubstion with D0 1 ikt For 26 snd dk b Cham et ul {000}

DO for 34 wnd 45 &

Loe 31-I30 pgfmi povi-treakment for & h ocly (10 mmali) for o b O 2 el [0

1] H3- 18 ygml ro-trentment for 24 b \ipopolyssccharise {1 ugfmil for 285 Chemet al [20E3)

Cerphellar 1-1 mg'mi pre-taentment for 24 b Potesrim and semam deprvation Nimkman o ol 2007}
grurnie-cefla und ro-freatment for F b for 34 b

MOCK =50 miM pre-freatment for 1 b and then en-treatment . Oxaleie (007 mb for 24 h Farnog =1 sl (I008)

oo doonmahicin, AAFH; 2.2 -sxobint - smidinopropene} ditydrochionide, O: carbon tetrachiocide

an p complementary npent to the traditonsl antcancer
drugs, designed to limit the growth of cancer celis, and forre-
ducing the muic =de effects of these drugs: The knowi=dge of
PC photodynamic properties, mainly its binding copacity to
cancer cells, hes suiggested the use of this protein m the co-
Focolization of turnots in nwo BMorcos, Serns, & Hanry, 1988,
Thangam ef &l J00E)

6.2  Macrophage cells

In the mouse leztbemic monocyte macmphage FASW 204.7 cells,
PC mbivited the nflammation induced with lipopolysaccha-
nde by the inhibibon of "NO prodocton nnd of the inhibitor
of B [1xE~y). Alwy it mhibited the noclear foctor knppa-light-
chun-enhancer of sctovnted B cells (NF-%B) acovation snd

In vitro studies

- * » HOS
"-." % Tha
it
L ] & -
»

\

Neuroprotective effect

l, Hepiid pefly
&c =
= 2 3
Caipaga 3 azlivatios >
Aertist el oyeso or
apootosls
Antiplatelet activity
Anti-cancer properties
Fig- 5 —In witre properties of PC. [A) Anticancer properties of PC. This ¢ in induces apoptosis by intrinsic pathway

chamacterized by a reduction in the mitochondrial membrane potential, the relesse of cytochrome © by increased reacthve
axXygen species (ROS). On other hand, FC prevents the multidrug resistance protein {MOE-1) formation, snd conssgoentiy,

i e. [B] Meurop

ctiwe effect in microglial BV-2 cells. In these cells FO reduces the fipopolyseocharide-

induced expression of inducible nitric coxidative synthase [(NOS), cydoeoxygenase-2 (COX-T) and TNF-o. (C} antiplatelet

properties. PO is a potent inhibitor of ngonist-induced human platelet aggregation becaase it prevents the effects of ROS 2a
wecond messengers in the initial phase of pintelety acthmtion.
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tumor necrasis factor-i (TNF-u) formation (Chemng et al, 2007,
Fig. 3)

63,  Blood cells
PO extracts attenuated the 22" hs{2-amidinoprop )
dihydrochloride (AAFH]-induced b lysi Eptdpemddmm

ivity since iron is the mediator of tributyhtin-induced damoge
(Gupta et al, 2011, Suresh et ul,, 2009),

6.6.  Liver cells

PC has shown beneficial effects in liver, kidney and heart cell
lines. PC sh dp ive effects in & lized l he-

and oxidation of glutathione (GSH) in erythrocytes and pl
from humans and rats (Banedetti et nl, 2003)
mdwﬁdddhmugm:ld(ma)shwedm
PCisap inhibitor of ago induced h lotelet ag-
mbmbeclmitpmmutheeﬁmnfmsusmd
messengers in the mitial phase of platelets activation (Fig. 5C}
Am&ngmdmemuk&!cuyk-mﬁﬂnpntmd\e

)| h y in pati diagr d with ial throm-
bol‘ilfliﬂ'lodll.m‘

When human lymphocytes are irradiated with 2 Gy {*“Cs
gamma source, dose rate 192 Gy/min) a reduction on antiox:-
dant enzymes was cbserved. Nevertheless, the pre
with PC for 2 h prevented the reduction in the levels of cata-
lase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione-S-

fi (GST) {iv et al, 2010) (Table 3).

64.  Neuronal cdls

The knowledge of agents that decrease the undesinble effects
on the brain represents one of the main research areas workd-
wide. PC has shown beneficial effects in neuronal cells. For
=xample, it acts as o Tve agent (pr for 24 h)
mmm&nﬂhmmﬂmmm
ﬁmd&hmxh&wdbymbhmsﬂosindumdhyﬂs
bell le cells (Rimbau et al, 2001)
Ontheutbahmd,mhulhawammdm!mnhleeﬁem
n human nnnohlummsusv‘n’uﬂ:becnuuulmn-
ates. in u dose-dep tert-butyl hydroperaxid
lndn:edmlldeuh.'rhudkcluexphmed at least in part, by
its antioxidant activity and iron chelating which stop hpad

idation and d {Bermejo =t al, 2008; Marin-Prida
etnl le)lﬁanghdnv:ceﬂsmmahammphm
FC d i the lipopolysacchande-induced mRENA levels for
inducible nitric oxid synthase (INOS), COX-2, TNF-u and

patocyte cell line LO2 treated with carbon tetrachloride {CCL)
uudrclol 6 h (Table 3). lneﬂy PCptwemed in a dose-

the f d by cclg
all viability lost, disrup of 1 lope and cyto-
ﬂmﬁmmmmnmm
deausemth:uuntydsonmddssnlmdsmdmu:-
nndary P d by malondialdehyde
(MDA) levels (Ou, zbcn&un Jinng, & Yang, 2010)

6.7.  Renal celis

The pre-treatment of Madin-Darby canine kidney (MDCK) celis
vmhrchrxhpvmmu!thendxnnndthemumrdnd

P inl, the i d ROS prod ----kpld
,_”’lnd"ATr,""'by
(Farooq et al, 2014) (abie 3).

6.8. Cardiac cells

DOX induces cardiac damage d to the i 4 ROS
duction. Primary of cardiomyocytes were pre-

uentedwnh?c:ndmhewmdymhbﬂx{auhmhlea)

Asn duction was In.ddmon.

Pcymnudlmttc:ndemh. duced Bax and i
ld-:h'ds(mupopm:mhhwr)mdpramdqmdum
e and 3 soni (Khan et al., 200ab).

¥

6.9.  PC oosses through the cell membrane?

The location of PC inside cells is controversial. Using confo-
cal laser fluorescence, PC was localized insde HepG2 celis when
these Iatter were exposed 24 b to a PC concentration between
1 and 100 mM (Nishanth et al, 2010). Conversely, when im-

interleukin 0 (IL-0) (Chen et al, 2012, Fig. 58). These findings ik ‘was used PC was located into cytosol of K362
mhudmunpmwn&mw celis, but it could not be localized inzide cell nucleus after 48 h
disordess where oxid stress is & d. Nevertheless, it of with PC. It is impoetant to highlight that K502 cells
is ¥ to design clinical studies to know whether PC may mmudﬁthnmmtopermnhﬂned&nﬂmm
of may not rep anal ive for the of neu- brane ing the up of polyclonal antibodies against PC
logical diseases. (Subhashini et al, 2004), Wang et al (2012) used a similar
hed to & localize PC inside HepG2 mitochondria

6.5.  Thymocytes (Wang et ul, 2012}, Furthermore, W, Lin, Yang, Weng, and Tsai
(mu)mdpolydonnlubhtmn'bod:elmmnmdonhnrc

ributyltin is a ber of the organotin family; it is exten- (0.1 mg/ml) inside C 1 {16710} cells.
nvdymedunhmth"mr,thswtumm&lvnh Ten mi after the PC was found inuide cells,

lhymu:dnmagelndoddmsmmmhwduqmoq(a
rcd d itin induced oxidative damage and apop-
tosis (Gupta et al, :uu;rcmu-:ﬂosul:vds,mdpmmd
\helmnfmm:hmdnnlm:mhme 1al, activation of

2nd after 30 min the protein was localized inside nuclei and
mmmnnlmhtb:cymplm(\wetnl mn).lmothu
study tock advantage of the FC fi 3cs (ex-
itati mmmmmmamwm&h

3 activity, ind ofm(mnpoptmnprumu)
lnd incrensed the Bax/Bei-2 ratio (Gupta et 5l 2011). There-
fore, 1t was postulated that the beneficial effects of PC were

protein entered to thymocytes after 24 and 48 h of incuba-
tion (Gupta et al, 2011). However, results were not dear to
blish whether the fl observed was due to the

3o b PC and microplate or b PCand cells.

reiated to both its antioxidant activity and its iron chel

pl
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1t is unkn, hether C requires a port protein carrier

to enter cells. Further studies should be performed to explore
this ares in the future

7. In vivo models

Most research related to PC has been mudur&d cm m wive
models, mainly in rats and mice. Since the anti activ-

factor (HGF). Hiﬂnlopuluulythuledthuﬂ:pmt:

wacuole for y infiltration, edema and ne-
crosis of hepatocytes (Ou et al, 2010).
Anather study sh -‘uutrc ts gal

Y mﬁlmﬁonnndunnn
lnmdhﬂmﬂﬂummxal“uudmlm
of dary oxidation prod e d by MDA (G !
et al,, 2003).

PCp gainst hepati phalopathy when rots are

ity of PC was determined by in vitro assays, this protein has
been employed in several animal models where the oxida-
tive stress plays an important role (Table 4 and Fig. €),

7.1 Anti-inflammatory

fi ion is a physiological lex p that pro-
v\de!mtbeupmm-mponumnuuedmgnundb,
lor 1 action. ROS can inztiate and

=lso perp infl v des and induce subse-

quent tissue damage (Kaplan =t al, 2007). 1n this way,
-umﬂuaum-ybeusdulwnmmﬂmmmrcm
first evaluated in a damage model induced by gh

d with thicac ide (AAT) (Sathyasail et ul,, 2007).
in this model, PC increased the survival mt= and reduced al-
terations in ammonia (serurn, liver and brain) and serum levels

of ALT, AST and alb Furth PC imp d the pro-
thrombin time. The histological analys: led a reducts
n necrosis and infiltration of phils and lear cells
compared with AAT group. FC the oxidative d B
and the loss of CAT y in brain. Besides, the i
sion ek 5 py showed a reduction of cellular and
drial ed (San., ! ¢lul 2007).
Finally, PC pi d in a dose-d man the

:ﬁecndaﬂuun-ndumdma:umu‘iymuﬁmdmﬂl
cholesterol levels and the expression of glucokinase (GK) in bver

(GO). The treatment with PC 1 h before GO displayed anti-
inflammatory ptopcrnes (Romay =t nl 1938a) (Table 4). GO
reacts with end g H0; and "OH. There-

lmtherc:menpngmtylmlhuelosmimmt
mlhupmluuvetﬂect(lnmycld 13380). PC was subse-

ployed in other mnfl y models, including ear
edeuu induced by either arachidonic acid or u o-
d l'l'L rbol 13 mA); i l::ﬂ
paw ed: and cotton peilet granul ()'u:mnye(nl_ 1958%).
in these models the acti of cyclcaxygenase (COX 1 and
2, ¥ig oA, lipoxyg {L¥X), protein kinase C and ROS pro-
duction were imp damage medi PC inhibited in a
dose-dependent the inil ion in all del

however for the TPA model the inhibition was weak {Rormay
et al, i938h).

7.2, Liwver

The liver is the main organ where exogenous chemicals are

bolized and lly d.Asa q liver
is exp i to high of these chemicals, which
may result in fiver dysfunction, cell injury, and even organ failure
(Klaassen, 2007). One of these toxic agents is CCly, which is me-
mbcﬂudbyqtodnm“”bmchhumﬂhylnd&al(-cﬂ,)

homog (Ou et al,, 2012)

7.3, Heart

The protective effect of PC has also been studied in the f=id
of atherogenesis. Riss et al (2007) fed hamsters with an ath-
erogenic diet (without vitamins C and £ and selenium) with
or without a daily dose of PC and PC-Se for 84 days (Tabl= 4).

Its showed that FC reduced sortic O;° production, expres-

unndpm"" banit of NADPH oxid lndtonldmlumol
i d the pl pacity in com-
mmmcmm::dmf\hn?c&ndmdhgh»
ity lipop i I (HDL-C) ions (Rizs
et al., 2007).
On the other hand, PC heart ischermia reperfus
(IR)-induced damage by 4 ing KOS fi ion, apoptoti

denth, Bax/Bcl-2 mtio, caspase-3 activity, and increase the ex-
mﬂulu sqnll-feguhted hnne {ERX) 1/2 phosphorylation
and 8 ki {P38 MAFK) activation
compared with the :onuol group (Khan et al, 2000a)

74 Lung

The lung is the main organ affected by paraguat (FQ) that

i liped p PC pr d the ind the formation of free rodicals assoriasted with Lipid
CC14 -induced hepatotoxicity (Fig. ob, ‘l'hNe 4). A first study ion and infl ion (Blanco-Ayals, Andénca-
h i that the antioxid mtyofl’c;:md\edlmnp lumo & Pedraza-Chaverri, 2014). In this regard, PC has shown
induced by free radical fi dary to the k to lung damage; it reduces NF-«B, TNF-u, I8 and sec-
liam of CCly by cytochrome P-450 (Vodirma et al , 199!'11:5\, ondary oxidation MDA fi ion, and & the activity
it was shown that PC p in a dose-dep of SOD and GPx d to the non-exposed group {Sun et al,

thca:hindmdhvudmagzwhnhvuaidmlbylhcn-
tenuation in the serum activities of aspartate transaminuse
(AST) and ALT (Qu et al, 2010). PC prevents the oxidative
d-mag:bymtmmgummasnlweL-ndmzmnqd

2011) (Fig. 6C, Table 4).

The acute ung injury induced by lipopolysaccharide inha-
Iation was prevented by PC treatment (Leung, Lee, Kung, Tsad,
& Chou, 2013). Snch protection was associated to the attenu-

Y SOD and glutaths sdase (GPx). ation of apop (eval d by the expr of sax, 8cl-2
in addition, PC signsficantly dealued!htmnml:nlsa!m and caspase-3), O;" production snd mflammation that
forming growth factor-betal (TGF-[51) and h yte gr was Juated by TNF-¢, interieukin-1 betn (IL-1p), 1L-0,
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Froperty Ondmldulhug Reference
mfammation 30-200 mpkgoml 15 Glucose oxidese [0 U} Male OF; mice Romay = al. {19980}
protection before
30-200 mp/kg= mummdml.(n) Male Speague-Dawley mt Bamay =t al [1308b}
30-200 mgkg! topec applization (23 pg/ul),  Msle OF; muce
100-300 mpkg* TPAluyarwpalqvp&nm Male OF; mice
30-200 mg/kg treatment  Cotton pellet 30 mg Male Speague-Dawley 3t
for 7 days
Hepatoprotection  Pretreated with 200 mg’  OCL e mLg ip) Male albing rat Vadienjn et al. (1398
kgip forlorah R-{+-pulegone (250 mg'kg, ip)
30,100 and 200 mg/ky  Galactosamine 00 mg/kg. 1p) Female Wistar rats Gonngles #t ol (3003)
Lp. 1 b befoce the toxic
S-200 mpkgipth Galactasamine (D00 mgkgip) Female Wistar Hat Gunzglez et al. (7003)
befors
100-400 my'kg pre- ok (3o mgimi ip de 09N CCL)  Meale ICH mice ©Ou et ol {3010}
treatment foe 7 days 1 h after the sixth dose of FC
Co-trestment with AAT 300 mpkg'day for 2 days, ip  Meale Wistar rat Sathyossikumar et al
%0 mpkgip {2007)
Nephroprotection 300 mg/kg oral for 10 Diabetic nephropathy Male CS7EL/Ks Jdbdbmice Theng otal (2043)
weeks
Pre-treatment with Cisplatin 18 mg'kgip Male CD-1 mare Fernptidez-Bajas e dl.
>0 mgkgipth (2014
before the toxic
30-300 mg/kg ovally HgCh Smp'kg. ip. Male NIH mice Bodriguer Synches et al.
30 min before the tone (2o
for 5 duys
200 kg Sodium cocalste (70 mgkg. Ep) Male Wistar rats Fumoq et =i, (2000)
Pre-treatment with At 7 doys after PC was treated Male Swiss albino mice El-Ayouty et al. (2007}
4 mglgip fur three with HgCl ) mgkg ip.
consecutive imes
00 end 200 mg'kg oml  Alioxen 130 mpkgip attheend  Male ICE mice O et al (3012)
protection® dadly for 6 weeks of the secand week
Neuroprotestian - mphgipfors e Global cerebral ischemuia- Male Monigolian gerhils Pentén-fol etal QULLY)
and 12 h after surgery  reperfusion
200 mg/kg oral daily for
7 days before surgery
B mpkgip for 12days  Encephalitogen {spinal condj and  Male Lewis tat Pentén-fol etal QUilh)
(therapeutic and Sordetalla pertuzsi (200 « 10"
Erin hand with 3-13 wo,.uc-“/smun Male Wistar rat Marin-Frids ot al {2012
protection nyuh!m
Lungp 3 diately treated Paraquat 30 mg/kg omlly Male Wistar rat Sun et al. (2011)
wihnmdhip.lau
pangquat
5 mgkgip 3haber LPS (Escherichia el 05583, Male Sprague-Dawley rats Leung et ul (3014
matiflation of LPS 3 mg'kg body weaght, 11)
Cardioy 2 Ferfgzion for 15 min lschemin-reperfusion Spragoe-Dowley it Khan et 2l {2000a)
with 10 yM before
ischemia and
throaghout reperfusion
Oxidative stress 30.3 mg/kg day omliy Atherogenic diet for 12 weeks Mele golden Syrian hamsters  Riss etal (2007)
protection for 13 weeks without Se, vitamins Cand £
Eyes k diately trented Sodium selenite 19 ymol/kg, Male and fermale of 9 days Kumari & Anbarasi,
with 200 mg'kgip subcutaneously old Wistar mt pups Rng
Mmmmmuommmpmmm hloride, AAT th de, HECly ic chlcride. LS
lysaccharide, Pi: inorganic phosphorus.
* Oral route 1 h before.
¥ Liver, kidney and pancreas.
cytokine-induced neutrophil chemoattractant 3 (CINC-3) and 7.5. Brain
NF-AE expression. Histological analysis showed that PC reduced
=dema, thickening of the alveolar walls and neutrophil mhl- Brain-[R brings severe iz Although the mec of 1ach-

tration {Leung et al, 2013)

q
emic neuronal death = not fully understood, it is known that
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Cispriatin
Y
©

F Selenite
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Lipid perondation
D Uped peroxidabon (MDA) MDA, GSH, MDATINNE, 4 S0, CAT, GSH
LGPx, CAT, GR, GST
Neuroprotector Nephroprotector Eye protector
Fig.0- ical ies of phycocyanin (PC) on in vivo studies. (A) In different animal models PC p

mﬁmmummmmmmdbynhhﬁmdm!m 1)md:ychoxy-¢n-e—2(cm

2). (8) The CCly Hver b d by cy P4&30 produces ROS. The scavenging activity of PC prevents ROS
duction and liver d At the liver, the carb hloride (CCly) is bio i d to trichl ethyl radical
(ocd;)'rhuell&r induce lipid p idation, which is countemcted by PC. Also, PC the CCls-induced
of asp i (AST), alanine tran i {ALT) and malondialdehyde (MDA) levels, and
P both cCly-induced d in glutathi (GSH) levels and in the activity of SOD and glutathione peroxidase
(GPx). (C) The redox cycle of paraquat (PQ) prody dical PQ (PQ¢). This radical can react with oxygen, leading to the
formation of ROS and ing lipid peroxidation. PC the PQ-induced lung damage by reducing ROS producti

Besides, PC reduces MDA levels, kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-XEB) activation, tumor

(TNF-0) exp $on mnd i tion of inhibi

is factor-o

of B (IxB). Also it prevents the reduction of SOD and GPx activities. (D) ROS

8 during ischemia/reperfusion (IR} leading to oxidative d PCp the oxidative d

induced during R, reducing lipid p idati 1 ‘lqlmnmdpanﬂnnmpmnﬁdmcuﬂdin(cﬂuupm
chemotherapeutic agent that indu pk icity. ROS production is involved in CP-ind y. PC pi

the CP-induced d d of antioxid Y nuhlsorx m-mnammmﬁm.mes-
transferase (GST) and the § in ! of oxidative d L uunn,“ droxy-2 | (4-HNE) and GSH content.
(FyPCp the induced by selenite, PCp lipid p id and reduction in antioxid y

activities (SOD, CAT) and GSH content.

oxidative stress is involved Different doses of PC were used
in two different treatments (pre- and post-tr=atment) using two
different administmtion routes (oral and i.p.) (Table 4). Encour-
aging results were found. PC increased the survival rate and
reduced the infarct area and neurclogical defects such as
posture and gait. Similar results were obtained in the pre-
treatment (200 mg/'kg omally) and post-treatment (73-100 mg/
kg Lp). These results indicate that the oral dose of 200 mg'kg
is similar to the ip injection of 73100 mg/kg. The preven-

tion model mgmﬁcundy reduced lhe serum and renal MDA
d P ], and the ability to reduce
fernc jon. in fact, it was proved that 73 mg/kg ip. (purity = 30%)
has similar result than the dose of 23 mg/kg Lp (punty = S0%)
This indicates that PC with low purity {30%) produces very fa-

© tion, per

vorable results and suggests that it is the responsible compound
of the beneficial effects found (Penton-fal =t al., 201123)

An interesting and unconventional research about mito-
chondrial from mt brain was reported by Marin-Prids =t al (2012)
(Table 4). The use of a micromolar range of FC reduced the Cn™
overioad and prevented mitochondrial pore opening, mito-
chondria swelling, ROS increase and the releazse of cytochrome
cin n dose-dependent manner. Therefore, these results evinced
another mechanism of PC protection (Murin-Frida ot al  2012).

Encephalomyelitis (EAE) is a neurnlogical camplication
caused by viral infections most often related to the respim-
tory tract. Pre-treatment and post-treatment with PC induce
protection against the EAE- mduced incrense of MDA, ox-
dized oxidation p | and fernic reducing abslity

& ¥
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evaluated in plasma and in bain homogenat=s, However, only

S-hydroxy-2'-deoxyg {8-OHdG), tumor
pmh{mrﬂmdﬂ:“ in expr tingly, a dose
of PC 300 mg/ky given orally for 10 weeks showed the same
sve effect than the oral administration of PCE 13 mg/

e with FC pr d the development of EAE, while
the post only reduced chinical signs of the disease
probably induced by FC remyelination. Authors hypothesized
that PC reach 1o the p hyma in a required

1 ded to inil 1 lin (Penton-Rol et al,

2011b). In fact, Rimbou, camm: Romay, Gonzalez, and Pallas
{1993) showed that PC crosses the blood-brain barrier prob-

k| for 2 weeks (Zheng et al_ 2013). Therefore, this finding
indicates that PCE may represent the main compound of PC
that shows this beneficial effect and probably, it is also in-
wolved with other beneficial properties.

ably by its bilirubin ic function (Rimbau et al., 1999)
7.7. K
7.6,  Kidney -
A cataract is a clouding of lens inside the eye that decreases
The kidney damage mduced by calcium oxalate crystals may the vision: its develop is often a gradual of 1
progress to the formation of kidney (Farcoq, Asakan, m;mﬁylmnmhudumwm:ﬁm
Sakthivel, Kalaiselvi, & Varalakshmi, 2004). This ph aylight, diet, dinb g others. The latter

=non implicates the induction of ROS, lipid peroxidation and
decreased GSH content. As in other organs, the use of PC pre-
vents these undesirable effects {Furoogq et al., 2000) (Table 4)
Ontl!mberhnd.memmdpmmmmmpe
d the £ o ad Hgch)-i 4 kidnew A
mmm:hmthaermkxchmupnrzddosuo(rc
were used to prevent the increase of blood urea nitrogen (BUN),
m-tmnemd!h:mdullmtmaubmccududcdthnl
one of the possibl involved was the inhibition

nﬂrnﬂmmmmmﬂlmmnmkn
and cortical opacification in b The final k

bywiuhtbuefacmmnhmmﬂnmnpudmmﬁy
due to oxidation of lens proteins and p idation of lipids
(Kothadia et al, 2011). In this regard, the cataract model induced
with selenite wes employed in Wistar mats pups of 9 day old
(Kumari & Anbarxsu, 2034). Rats that received PC (200 mg'kgip)
and selenite at same time p d the P and
the subsequent damage to the eye lens that was associated to

of hipid peroxidati . lipid p ion was never  the prevention of the activity of SOD and CAT and GSH content
measured {El-Ayouty, Baredy, & Salama, 2007). In contnst. {kuman & Anbarasu, 2014) (Figure 6F, Table 4).
her study led that PC pr lipid peroxsd In

dditi 'C..-- “hm ducti Il'ld!’w di X 7.8. Pmm-
of dunthme duulptnde(asc)hnumhdngylmamdwnh
Hoks:Tha histological aatysis showed that 7C g deeb  Alloxan is 4 toxic compound analogous to glucose that de-
lular damage, ed ul ,‘,nldinnlmd, irnal strovs p i beta cells inducing type 1 disb ity
bules and nuc b“".‘uL sefick Leffects wese achieved 4, 5 recent study, some mice were exposed to alloxan and were
probably due to the antioxidant activity and the chelating PIop- 100104 with PC. As # consequence, PC acted the
erty of PC for removal of mercury (Rodriguez-Sunchez, Iycozylated proteins and g serum levels. Alst, PG reduced
ety i Tl Valkivii; 1 Hiek-Outci, ¥ Uano Kuope, th:lmﬁcmtemmdlnmuaudlbebso(mul-nbnndmt
2012 capacity in a dose-dependent in addition, PC reduced

In another animal model, the pre-trentment with PC pre- the ps3 expression. Furth the histological .

vmudthemo{un‘\-ndtmdmmmmdtyb
kid of mice d with alloxan (Ou et al,

2012

Furthermore, PC pre d the cisplabn-indaced renal
dnmnp_muolmepubnlnpcdmechnhmsofdsphnnm
the kidney is the oxidats ge, theref theuunfln—
nmd-nu may be a strategy to the cisplatin-
induced altemati and p ps it may contribute to reduce
the prevalence of some kidney disenses A singie dose of PC
pr d the renal damage | mine, BUN), the ned

mmdedth.trcmlhenmbe:o!pcelhul‘muﬂn

secreting glands Thus, the use of FC promoted the regeneration
of pancreatic alioxan-mduced damage beta cells (Ou =t al_ 2013).

8. Final remarks

Ovwer the years, it has been shown that PC acts as a nutraceutical
d as described in this contribution. The physiopa-

of antioxidant enzymes such a3 GPx, CM' ﬂu:nhlone reduc-

thology of many diseases comprises the imblllnn between

tase (GR), GST, and the i in of
as MDA and 4-hydroxy-2-nonenal (3-HNE) and GSH tedu:—
tion (thundez na;n et al | 2014). Evidences suggest that the

dant ity of PC iz lved the asplatin-
induced ROS production (Flgu!eﬂt.?nhlei]
As mentioned before, PC is comy d of an ap i

and PCE with similar structure to biliverdin tn fm it
is believed that PC mimetics the biliverdin function
(Fermpndez-Rojas =t al, 2014; Marin-Prida et al, 20%3;
McCarty, 2011; Zheng et nl., 2013). A study tested PC and PCE
in db/db and db/+ mice. PC p d alb ia and
jal jon and & d MDA levels, NADPH oxidase

L ¥

sdant species and those with antioxid: Y g oxi-
dative damage. In this way, the evid; pports the benef
of icals in the tr and pre of dis-
eases. In fact, some xemvthm have suggesr.ed using
15 b8 odj in the clinical p (Eraithwal
etal, 7014. Fergurson, 2005). A g icals, vitami
D is related to » reduction on ath 1 insulin resis-

tance, dyslipidemin and hypertension (Menezes, umb lelL
& DiNicolantonio, 2014). A dietary !

gamma Lnolenic acid, vitamin l.vmmlnc.bﬂ:cnmtu\e nnd
coenzyme Q10 may be dered in the and pre-
vention of dry skin associated with the use of oral isotzetinoin
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(an¢m1¢ The administmtion of omega-3 can ef-

gli, 5., Beoglin, 5.

M Iy i dothelial function in adol with
mehbaiclyndmmebyxuhdn.mhnhdvmlum
ammmmu-mmmm

detti, 5., i, F. Pagliamnt, 5, F =
& Canestrari. F (2004) Antioxid P s of 2 novel
phycecyanin extiact from the hhm-pun akga Aphanizomeron
floz aguoe. Life Sacnces, 73, 2353-2302
Henedett, 5, Benvenuti, £, Scoghio, 5, & Canestrani, ¥ (2010).

progs and endathelial destabilization (Ahmadi ygen radical sbeasbance capacityof phycocyanin and
et al., 3014). The Medit style diet imp the g y ‘ﬂmﬁmndnknd 1 h
-ndﬁpidpmﬂeia hildren and adok with cbesity and h-quu}mn-hjudnminnd 1303), m—azr

d (Velozquez-Lopez et al, 2014). The co- detti, 5. Rinald 5.8 uti, F. ¥ 5, Pagliamni,
administration of curcumin capsules with glyburide may be S, ML}-.WMA.WWLG&Z&L.
beneficial to improve giycemic control in patients. The lipid low- Canestrar, ¥ {2000) F and charac of

ering and antidiabetic properties of the curcumin show this
anticxdant as a potential future drug molecule (Neerati, Devde,
lomp.zmt)ﬂnemoﬂ'chubeenmmmnhe
i foxidants” st least in in vitro and in vivo

phycocysnin from the biue-green alge Aphanizomenon flos-
aquae. jsurnal of Chromatography &, 33, 12-18.
A& Rogorad, L (1373) ¢ ch

'

models (See Table 2, 3and &) h further studies should
be performned to know whether this nutmuceotical might be used
in the clinical practice. Therefore, it is essential to determine
the LDy, the bolites produced during PC metabolism when

i inaf biurpeendp.‘ﬂw}undo[cdl
Sivkegy, 36, 419435

jo, F, Finero, £, & Villar, A {2008). ron-chelating ahility
znd antiomdant properties of phycocyanin isolated fram o
protean extact of Spiruling pk is. Food Ch v, 110, 330~
as

Ehat V. l-lundyl.nhl.‘u{!ml) Scavenging of peuxynitrite

uadmiuhuuedbydiihmtm(anlaadtp).d:ﬂmhe by phycocy and phycocy ’-nhuﬁnmSylmhuphmnr
vheduwbol:ﬂ:mm ivaty ponsible of its bio- T i i ive demnge to DNA. Biock
i 1 effects. Besides, the mech by which FC Biophysica! Rezearch C \ 283{7), 226-202.

tbﬂmnmbmhnh&uwumwm
this review, PC has antioxidant effects in more than one organ
and in different disease models (summarized in Fig 0 and Tahle

). Therefore, the knowledge of PC properties should be used
by hers to develop future studies and clinical trials to
d the preval of h dis
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C-Phycocyanin prevents cisplatin-induced
nephrotoxicity through inhibition of oxidative
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stress

Berenice Femandez-Rojas ® Omar Noel Medina-Campos.? Rogelio Hemandez-
Pando,® Mario Megrette-Guzman ® Sara Huerta-Yepez™ and José Pedraza-Chaveri®®

The arm of this study wes ko svatuate wheirer tre ardioxdart C- phycocyanin 60-PC, 3-30mg ag - Lp ) was
atie 15 prevent chpatin (CF, 18 mg kg~ Lp induces nephrotosicity by resucsng okidative shec in C0-1
mrece. Mepnrotocty war assessed by meswsng biood urea rerogen plaama glutsthione perogidase,
ploums coenfsnive, Ehe rens sciivity of N-scefyi-l-o-plUcossminidas, spopioss snd hidopsthoicogical
changes. Ouidative shess wes evaiiusied By measusng the coment of gluiadfsone, miscndisidenye,
4-pryroxgnonensl and codized proteing o renal tsiue. C-FC prevenisd CP-nduced fenal damogs and
Daidstive miress in A Gose-dependert manner, Moneower, C-PC prewenied the deciease in the renal
sctvity Of ihe antomigent snrgmes ghitalfions percuidae  guitatnions  reducizss  giliatREone-
S-trarsferase and cabsisse nduced by cepaling oo assys showed that C-PCowes an effective
scovenger of the foliowng reactve species hypochiconous scrd. perorynitrite armons peront Faccals,

Rer=wed 18th Ockober 2013
Acrepted 15t Janunry 2014

dipienyl-1-plcryiydroyt, mydroay radicals, siperomsde anicns, =nget Gaygen and hydrogen perosde @

& concluded et the protective effect of ine nuamceutical C-PC sgamst CF-induced repnroiosicity wa
myaociaied with the attenuston of oodative strets and the presendaion of the aciivily of snboxidant

DL 10 1035/ c Mo la
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1. Introduction

There is hupe interest among consumers and the food indusoy
in prodocts that ran promote bealth and - well-being osmed
functiomal feods [FF).! The beneficial action exeried by FF is due
to some componemnis called functiona] ingredsends or Dakom-
ceuticals. They have been described s “any subsiance thar s a
food or part of o food thor provides medical andior health
benelits, including the g
in this way, C-phycocyanin (C-PC) s 0 notmeeuticn] compound
that gives the charaoenstic bhee-green color to the FF Spermalimn
manime. PO is a biliprotein composed of two subunits. 2 and
[i proteins, which are boond to the chromogen phycoomnohilin
(PUB); one PCD s joined to the @ subunit and two PCH are
Julned 0 the | subonit.® PCR is an open-chain tetmpyrmle with
u chemical strurture similar o biliverdin. Ir seems o be
susceptible o biliverdin redoctase, giving rise o phycocyana-
ubin, an snolog of bilirubin.® 1t is used in the Tood industry,

juiny and e of disease”

“Ulparimenr & Awindy, Fosded o Qedrma, DU Cusms Cwswrinurs, AlvTose
HLE AAIE Mdeann Eeaei pedtecsiFuemmm e Foxr <47 D7 SCSEWTE T sAT
AT 361X MW

el Bainedgy kot desmésno Sacoras! o e Ahoama T Aanrmones
Sutuarier Sufivae, Vs i Quiroga 1 secosin §FY Alceps I0F 1AW, Afzris
‘Dnunes s SnTzigaIre m Byl rmrdans e stdrnm, Plmgsie! junnl dr Seoms
e s, L Sdsrpmes 35, Aeran [P G678 Ahiam

AB0 § Food Fuatet FOM % dED-4T0

cosmetics, biotechnology and medical pructice.” some of s
nutroceutical properties are: antisodant, anti-nflammoon,
anti-neoglastic, and ant-diabetic, among othem. In fact, s
antiowidant activity is imvabeed in the protective eifect against
liver, newronal and renal darmoge " On the other hand,
cisplatin |cs-dinmmine-dichloroplatinumin) (CP]] is a potent
chemmihrrapentc agent widely used for the trestment . of
various iypes of tumons wocldwids" playing o major mle in the
treatmient of many types of cancers, such ax testicular, Modder,
ovarian, head and neck, cervical, lamg and colorectn] matignam:
tamorm ™ Hmwever, jis clinioal use i fmited by side effects,
muinly nephmstoicity which affects 307 of paticnts who use 0.*
Evidence suggests that the formation of reactive oxygen species
|{ROs], the decrease in the setivity of antioxidant engymmes soch
as catalase |CAT), ghetathione peroxidase (OGPl glotothione
redurtuse (GR) and ghiathione-5-transfemse (G857, inflamma-
tion, rmtochondrial dysfunction and apoptosis are imvolved in
CF-induced nephrotxicity."® it has been found previoush that
C-PC prevents apopissis inomice with CP-indueed nephrotog-
citv." However, it has never been studied whether the C-PC
protection agains: CP-ndored nephrotecoty s associated with
the prevention. of ouidative stress and the preservation of ank-
oxitlant enzyme activity. Thaes, it was decided 1o study whether
the protection by the mutmceutical C-PC against the Cimduced
nephrtoxicity s associated with the prevention of mddative
dumage and preservation of the activity of antiodidant enzymes.

nephrotoxicity through
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n addition the in witro ROS scavenging activity of C-PC used in ingredient in cosmetic and pharmacewtical formulations. The

the present study was also chamotenized. % and I subunits were determined to chara aze the purihy of
the C-PC somple used in this work. Fig. @ shows the chame
2. Results and discussion teristic peak absorption of PO at 620 nmy and the o bands

for @ and [} €£-PC subunits. The punty of the C-PC wsed in this
L1 Furity of the ©PC study was 1.5, C-PC from the same source | Pary Mutmacenticals|
C-PC ia @ nutraceutioal compound with anticxidant properties. o from o similar pority hes been ued in other studies 217 Also,
It prevenis omdative daomage and is wsed for human  the spectum shows the absence of other phycobiliprogeins as
consmpHon as 8 colorant in food and milk shakes, and asan  allophveocyanin (632 nm) and phycoeryihrin (362 nm).*

A B

Wavelength (nm}

fig. 1 Evmiunbonof C-FC purtly, (&) Alscrpton apectm of C-PC @503-T00 nmi, The charactenstic absorption pess of prycocyanobsin (PCE) st
620 i & cbservens [B) S05-FAGE The ged shows mokecuinr weignt marcers (MWW, 7 il and the suh-units o and fi of C-FC (C-PC 8 pgof
prodem|. The milo ABZO/AZE0 = 2.5

A B

im“

gl

E F
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A . !i !I
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o I
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- _— e T = momm wm m oam l-*'ll'lﬂh-'lﬂil'
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Fig. 2 C-PFC scavenging actedty. (4] HTIO, (8] OHNOO |, [T 05, (D) RDDY, (B OFFH', (71 OH', [T O, IHl HzTh, HOWO, hypochiomus acid;

ONOD™, perowyrtrie anton: RO, perocyt mdicnl; DPFH . 2,2 -dipheny-1-pioritpdraryt OH', hydmod rsdcsis; O, speraride anlon: 'O
mngiet oxpgers HpDrp, Mytmgen peroxide. Data-are shown ag mean = SEM, m =3
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Table 1 Scavenging ability of C-phycocyanin (C-PC) and reference compounds. Data are expressed as ICas” ig mi ¥

Compound HCIO ONOO ROO DPPH o o ‘o H:0;

cPC 49+ 02 LER N =0 197 £7 ERE S 430 =5 e =1 21738 & 2302
Lipaie acid 1048 & 132 — - - - - SIS L -
Penicillamine — LO1 = 026 -— - - — — -
Trodax — — £19 + 0.03 - - - - —
Vitamin © - - LIS =4 — p— — =
DMTU -— — — - 2.0 =062 — — -
NDGA - - - - - @in = 00 - -
Pyruvare g - - - - = - 0,25 + 0.001

* HClo, hypochlorous acid; ONDO |, peroxymatrite anion; ROO’, il radical; DPPH", i-1-picrylbydrazyl; OH', bydrood radecul; 0,7,
mpunndtnmnm‘o,.:mglduxygm. H;0,, bydrogen peroxide. NDGA, mtdlbydmgwmnud;mn\l damethvllhmru. lc,.—nhnluyd’
the sample to scavenge 30% of each reactoe axygen species. Data are shown s mean = SEM; » = 3,

2.2 In vitro antioxidant activity The decreasing order of scavenging efficiency was HCIO >
First, the in vitro ROS lcnvcngmg properties of C-PC were PEOXyBitrite anions (ONOO | » ROO" > diphenyl-1-picrylhy-
h fard. This d was challenged by drazyl radicals (DFPH’) > OH > Oy > singlet oxygen ('0;) »
severnl ROS synthesixed in vitro that were mvm;cd even ap to hydrogen peruxide (H:0;). Our results are consistent with the
M, such as I radicals (ROO'), t | radicals (OH') ability of C-PC to scavenge HCIO, ONOO |, ROO, DFFH, OH'
., ¥ i v 07 4 — - <o AT

nnd p s ) (0,") as sh mngz.lnfna,c-rc and Oy .rrpartrdinpu?omnudles. chnthelns.lhl:ls
scavenges all ROS tested in & dependent way. The the first time that the ability of C-PC to scavenge Hi0Oy and Oy

that red the ROS tested by 30% (ICs,) is huhemrrponrd.hudmtheanmmdmtpmpznmo‘(.’c.
it was decided to i igate whether C-PC prevents Cinduced

summarized in Tahle L. C-PC was more efficient at scavenging

hypochlorous acid (HCIO) than the reference scavenging ph .- ;‘:‘.' 2 _. “r i RIE J_ aod .by
campound and less efficient at scavenging the other ROS tested. rodcllnco-lml ¥ o - TR e
m ce.
A Plasma creatinine B BUN
(¥ .
-~
w . A . :
.“ " -
L] . e
-
§u - - %‘ -
L) = 2 -
¢ il Ell
LT a
- - CARLY CAOILT CICEUT NG or or CHOAIAC G WA PC Ry G0N
NAD Plasma GPx
",
- |
- (1R -
- -
g LLE »
gm § TR =
- | l
v =1

o Gmc'cﬂtw@oﬂ'm “on ©o > BANLF LPUNDS LRURAP CAn

Fig 3 Frotective effect of C-FC agarst renal camage induced by CF in CO-1 mice {A) Pursma creatinine, (B) biood wuren ntrogen (BUNY, (C) N-
acetyt-f-o-glucosaminkiase (NAG) In renal homogenates, (D! glutathione peraxidase {GPx) In plasma. CT; controd, CF: csplatin 18 mg kg * 1p,
C-#C 3 10, 30: phycocyarnin 3, 10, 30 mg kg ll.p. respectvely Dota sre shown at mean £ SEM. n = 3-8, *F< 003 vz CT, **F <003 va CF.
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130 Determination of rrnsl fonctie, Seploosooty was
characterzed by & markesd locrease in both Bloml ures nitrogen
[t} and creatinine in plasma ndeced by o single dose of C9
(v mg by il and was conflrmed by g deterntlnation of
nhhlgl-ﬂ-n-ﬂmmhunjudphmuuhnﬂhrdn

studies. There was an incresse (2 o 3-4old] of
WU 0.03) and ervatindne P @0 | in meee treated with o
oompared to comend muor. Damage was presesed when mice
werr pre-orsed wih CC ot dows of 1o (Fig. 34, P < .00 and
30 mg g " [Fig. W, 2 < 8,09, but nocwith 3 mg by . Mioceosver,
MALl is @ hesomal renad enoyme foongd iy prosimal obulae
relis und its urinary sxcretion mcreases when these cells are
dannaged. therely, MAL s 8 specific marker of tlsular damage.
NAL activity m renal hssnogenaies decressed by 4w in the
Cr-trentrd group Ansther marker of tubalar demagr s plasma
tiry that is wnhessed o omal prommal etk The deorease
i placma GPy i tee CF trrated proop mdicsse (s damage =
the CF targes site. Plasms Gy sctivity was restucesd by 41.3% in
the CF group compared o the mntrol moe (Fig. 30, # « .03,

Wi Arteie b
Food b Functon

evidemcing bulney damage. Thes aliriatsons were prevested by
CPC a8 dosedependent manner. These paramsetees wwee
une hamgned i the C-PC groap | Pge 5 Our data show dhat 8
wis able 10 prevent CF-indueed nephmoosicity which was rval
uatydd by for warkers [plasma creatinine, BUN, the renal

aetivity of MAG and plasma aim),

larrd nubaabes in the CP-trestel micor, these were charsoerised
by celhslar edenm. and desd snd detached ool (Fag il The
autciiited musrplesmetry anabis chiseed 12 = 3 of prosimas|
tubsides with these histological sbnormalities, and the srfser
md’hwﬂmmwﬂin[ﬁkr*nﬂu
contnd [CT]], These alterations were prvented by 30 mg kg ' of
C-FC (11, 9 0,000 ve 7). Nis histiokaghcal abaormalities wens
“hhuﬂmtm“h'l.mmmﬂr
renal functonal domage (BUN, plasmas G, plasma crestisine
and ihe u-i.-ﬂ-g-lmlh-.ﬂ-ml"
(hismopathedogical changes mch & peooss, odems and

ﬁ.-‘ (L= e

Fig 4 ¥ mntcEory wrdl w

o CATRF
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Hm_dﬂmuhh“mﬂmiﬂ-wmm-mﬂﬂ 101 o oosunre Gt

wakh - PG mﬂmmnmmﬂmnﬂlﬂwﬁnmmﬂ

ﬂlmq.q ufm 8 At

g% of derrged cor (Y S TERE

with CF than in mice 1hal recejved C-FC30 + CF IFimmdnwwmmwﬂunmnﬂ
eatea mice Hhan n snimaly that recelved C-PCMY + CF, *59 < 00% v CF
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Fg. 3 imrrinchsiochermmeal detechon of spopioss by TUNEL E0s ) (D Sections of renal cocdex ofmice reated with CP show infensely staned
Thicks] |[arroves) which indicate iusuisr oo in apopsosis (T Apoptosts wns prevenied i the ©-PO30 group. Bassl staimng was st obseived B
renal sectiom froem (&) CT snd (8] C-PC30 growpe {E) Quamtitathee analysit confirms a8 remarcshie protection of C-PC sgalmt CP-induced

apopiobc g=atn. Dela afe shown = mean = SEM, *"F < 001wz CF

described renal injury markers in o dose-dependent monner.
Thest data are consistent with the protection of C-PC ohsened
in the functienal renal markers described in Section 2.3, 1.

133 Apopiosis  detection.  Terminal-deoxynucleotidyl-
transfernse mecdinted deoxyuridine triphosphate (dUTe |-digns-
igenin nick end labeling | TUNEL-positive tubolar cells in
kidneys of mice treated with ©F are shown in Fig. 3. Strongly
stined nucel were obsemved d:'piclihE mr'l}l nPuPtnli:h:lm
tabules. TUNEL positive cells were clearly decreased by 30 mg
kg ' of c-Po (Fig. 3). Quantimtive data, cxpressed us the
revealed thar TUNEL posstivity was 2-fold higher in the CF gronp
| = aa3), while this increase was prevenied by 30 mg kg ™" of
C-PC [P+ D07 vs. CF, Fig: 31 These results are in socord with
thome of Lim er al % wihio found that C-PC prevented CP-indoced
apophoss.

234 Oxidatiee siress markers. The redos staties was eval-
uated by the sctivity of untioddant enzymes and by markers of

ghitathiome (G5H | comient (P < 0,001 ), the main water-soluble
amticdant. Alsno, an incresse in the comiemnt of malondinlde
hyde [MDA) (2.3f0ld, # < goot ), 4-hydrooe-2-nonenal (4+-HRE|
|4e-fold, P = 0.03) and oxidized proteins | L4-Fold, & < o001,
Fig. &) compared to the contml was found. These data agree
with previows studies™ "™ and soggest thae pxidative damoge is
malved In the mechanisms of CF ndiuced ':qﬂ:.rdmmbty
ﬁ:-clu.r#l-m]zmnlnlhi}n:madm-dzpmﬂml
manner (F < 0,03 m O

2.3.5 Antiowidant eneymees. The sctivity of the antioxidant
ennymes GPu, GST, CAT and GR wis decrensed inmice foom the
CPgroug by 40, 22, 40 and 11%, respectively (# < 01 v OT,
Fig. 7| The protective effect was associated with the prevention
of-Crmduced alierations in both oxidative stress markers pnd
activity of antioddant enrymes in o dose-dependentwry. G5H s
both & RS wger ond o cofactor of the anbaad !
Pz amd GST. Thos, on imbalonce of G8H homeostacls
increases RO% levels, leading o oxidative damage. Our ressilis

nxidative stress that were altered o the group | writh
P, This groop showed a marked decrease of 23% of

484 i Food Furct | J0O04, 3, 450-450

i rate tho afl w of kelney d e were reduced o
values chse o baseline by a single dose of C-PC with better
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and (0 protein carbomyt CT- control, CF: ospatin 18 mahg " 1@, ©-PC % 10 &nd 30 phycocyarn 3, 10, ons 30 mg sg- ' Lp. respectively. Dela
HFE thown a3 mesn = SEM N = 4-%, *F < 0.0% % CT, "F « B0 v CF

resulis ot doses of 10 ond 30 mg kg ™' 1 hoor before ©F. More-  Belran of al ™ and Chidno and Pedrazs-Chaverri® C-pC pre-
wver, CF decreased the activity of GPx, GR, GST and CAT, Similar  vented this decrease ina dose-dependent manner. These dsta
resulis have been reported by Chakraborey ef al ™ Guerrero supgest that the reneprotective effect of C-PC is mediated, at
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lenst im part, by the preservtion of the activity of the antio-
dant enoymes and support the hypothesis that the mechaniam
of CF induced mephrotoxicity is rekated to the deplenon of renal
antinxicdant enoymes.

CF induced remal d ge by oo 1 in the tlsular
epithelium, specifically in the 51 segment of the procdmal
pubsle™ 1t coxes an inerease in both BUN and creatinine and o
decrease in glomemular tiliration mie ! Several mechanisms are
imvalved in the CPinduced nepl fl
bon,  mnochondoal d_'f:funrl:inn. neeTosin, apopiosis  and
ouidative stress. = Some studies have demonstrated the mole of
RS as a major canse of kidney domage induced by O, the
species imobved n oxddative and nitrosative damage are: 07",
H Oy, OH, oMoo, R0 and 'o0.™ 1t s clearly shown in the
present sy that all these ROS are scovenped by C-POC (see
Table 1 and Fig. 2). These datu strongly sugges: thar the ROS
scavenging properties of C-PO are ivobéed in the renoprotective
effect ognins CPandueced demage. Our data ore also consisien:
with the renoprotective effect of the alga Spirefimg platensor and
O-PC in different animal miodels, " Besides, C-PC prevens
oxidative damage tn other ergans of diferent animal models in
which mxidative stress s involved. 1o foct, oo e ol ™ d

icity such as in

Paper

3. Materials and methods

3.1 Reagenis

C-PC was a genemas gift from Porry Mutraccuticnds | EID Pacny (1]
Ltd., Indial. CF [Cit no. P4394, Lotl MEBGS403Y], 2.2-nxobis
(zamidinopmpane)  dilvdmchloride  [AAFPH],  xanthine,
annthine oxidase, nitroblue totraomlium [NAT], Huorescein,
ue-peenacill dicehyl LA tic mowd [ITPAYL
DPFH’, terephithalic acid (TA|. ascorbic acid, Amplex Red,
horseradish  peromdase [HRF), pmoate, dimethylthiounea
{oMTU), nicotinamide adenine dinucleotide redoced  frm
{HADPH], lipoic acid, GaH, 1-chlor-24-dinimobenzens (CONE|
amd  p-nitrophenyl--scctvi-fregluocosmminide,  tetrmethon-
pmpane, monochlorobimane, buffered formaling 1-methyl-2-
phonviindole, methanesulfonic  sod,  dimethylsolfoode
{ones0y), 1, Fdiphenylissbenzofuran (DPRF) nordibyd rogueas-
retic scid (NDGAL oxidized glutathione [ GSS6], paminobenzoic
acid, sodinm dodecyl sulfste {505} and polacndamide were
From Sigma-Aldrich (St Loois, MO, UsA). Dihtmorhodamine
127 | HR-121) was from Cayman Chemical Co. {Ann Arbor, 1,
UsAl Trolox was from EMD Millipore |Billerica, MA, USAL

strate thnt C-FC prevents hepatic and pancreatic oxadative
damuge in mice treated with allosan, Sun et ol ™ showed the
protective effect of CPC i oxidative stress 10 the loog by
parmsuat, and Pentan-ol et al ' demonstrated the reduction of
oxpdatve domege n the broin of s with experimental auto-
immune encephalormyelitis

A recent investigation condocted by Lim er ol ' showeod that
- |31 mg kg ' ip. ) given one bour before the injectinn of o
(12 mg kg i) i mice prevents nephmtoxicity by reducing
apoptosis. Moreover, Mohan ef @l ™ showed thar the algae
spirulims platenvis ot o dose of 1000 mg kg ' bw for 8 dovs
prevents the ©F (6 mg kg ' Lp) induced nephrovocicio,
oxidative stress and the decrease in the sctivity of antioxidant
errymen @ rats. Mevertheless, thin m the Hrst time in which &
has been shown tho C-10C prevents: the CPamdoced  oxodative
damoge (evaluated by the contend of protein eorbonyl, GaEL
ML, amd J-HME in renal tissue ) and decrease of the ootivity of
antioxiclant eoymes (GPE, CAT, GR and 85T} im0 kidoey
homogenates.

Frobahly, the prevention by ©P-C is due to that PCB mimics
bilirabin. Both compounds inhibit the 07 producing enzyme
MADPH cuidase ™ Inierestingly, there is recent epideminlog-
teul evidence that putients with Gilberts smdrome [harmless
inereased hilirubin in op o 3% of the population] are at
greatly redoced risk for coronary  disease, hypenension,
athemademsis, and other ilnesses. ™ However, bilirohin has
high coat and thercfore the ose of C-FC is an aitmctive
altermative.

In simmmary, the antiosidant effect of CPC on oxidotive
stress in the nephmtoxivity indueced by OF has been deman-
strated for the Hrst ime. The protection was associated with the
preservation of sntindidant enzyme activity. Porther experi-
menis are reguired o o whether sdditi | mechunisms
are immvolved in the prowective effec of C-PC against CP-indoced
nephrotoxicity in mice.

A0 [ Food Faree | FOMC S, 480-450

Ethylenediami tic srid, disod smlt [MaEDTA)
soafium hypochlorite [NeClo) and HpO: were from JT Baker
(®alostoe, Edo, Mewico, Mexicol Commercial lam for the
measuremsent of BUN and plosma creastinine concentration
were from Spinreact [Gironn, Spainf fn ere Cell Dearth Deter
Hon Kit, FOD [Cot. me 11 684 817 910] for apoptosia detection
was obtained from Roche Applied Science [Monnheimm, Ger-
munyl 33 -DMaminobenzidine  [DABH] was  from Dako
{Carpintenia, CA, USAL All other reagenis were of analytical
gricle und commercially svailable.

1.2  Purty determinstion of C-PC

To determine the purity of C-PC, spectrophotsmettic readings
:tml:nﬂ!‘unl’l_ﬂl:l,tﬂ.ﬂlndnn i wene fken | 230-700 nm)|
anad the ABZOAZEO ratio was calculated, ¥ Brsides, S04 poly
acrylamide: gel cloctmphoresis [SDS-PAGE] anahsis was per-
formed acrording to Pentn-Rof of al® on 13% pohacrylamide
el ot & V for 3.5 h

A3 b vitro antioxidant activity
The cxperiments were performed on C-PC and referenoe
eompoinds ising a Synergy HT muiltimosde micoplote reader
{Bintck Instruments, Winooski, YT, UsSal The datn are
expressed as G (g mi . The reference compadnds ised
weno: NDGA [For 0, ), DMTU (for OH), penicillamine |fior
aront ), Trobm (for Bk}, lipoic acid (for ‘0, and Hoio),
pymvate [for H,0, | and vitemin © | for DPFHCL

334 0y soovenging assay. The scavenging activity of ©-
B was determined by cvalooting its ability to decrease for-
mzan production from NET indoced by O, generated by the
santhine-zaonthine oxidase sysiem. Briefly, 100 L of 3 solution
enmpused of 01 [8-22.3 jig ml ") or 30 mM phosphate buffer
PH 7.0 [ scavenging tube) or NIMGA [-10 pg mL ") were
aclded i BOD L of the reaction inistaee (S0 )03 snthine, 16 ms
MO0, 228 M NET and 18 mM phosphate buffer. pH 7.0L
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The reaction started by adding 100 4L of wnihine oxdase
{108 1 L"), Finally, the optical density at 293 nm and 360 nm
was reaad to memsure wric acid and O, respecrively.™

11T OH soavenging assay. OH was generated by the
Ferdon reaction ™ 20 yL of & seluticn of PG (10-22.3 gg mL ')
or distilled water [0 scavenging) or DMTU {o-10 pg me™ )
were ndded to 180 L of the rescton misture (.2 mM dascorbic
acid, 6.1 mM FeCly, D208 mM MaEDTA, 1 mM Hithg, 1.4 mM
TA, and 20 mM phoaphae buffer, pH 74l The mixione wis

Food B Function

buoffer, pH 7.4) and floorescenee was determined b excitabion
and emission wavelenpths of 280 mm and 3480 nm, respectively.

3318 DPFFA scovenging capacity. The acmivity of C-PC o
scvenge DPFFH was performed by the method described by
Cohalluss-Tirmutia et ol ™ Brielly, 10 4L of C-PC [0-22.5 rmt. )
o vitamin © (0-103 yg mi 7| o distilled woter (7% senamging
tube) were mixed with 290 gL of 100 mM ODPFPFH [in ethancod ]
After ncubation in ihe dark for 30 mimures the sumple was
centrifuped ot 100 = g for 10 min and the absorbanee ot 517 mm

incuhated for 30 min at room iemperature o obtain a @
cent product that was measured @t exciistion and emission
wavelengths of 326 nm and 432 nm, respectively.

133 OMOO scavenging assay. This anbon was synthe-
nized according o Cenantes of ol ™ und its concentration was
determined using fias g = 16708 " oo . DHR-123 way ased
as an indicator of the presence of the anon. tn boef, 23 gL of o
solistion ol £-PO (222,53 jgrmL ' or 0.0 M phosphate buffer pH
74 (o senvenging mbe] or pendcillamime {0-15 g mL I] were
added o 223 gL of the reaction mixtone {100 g8 IFTPA, 14 gM
IFHR-123, and 50 1M QMO L In the absence of on antioxidant,
DHR-123 is oxidized to fhodamine123, & fuorescent
compoamd which is mensured at escitation and  emisson
wavelengtha of 100 and 338 nm, respectively.

134 RO scavenging essny. The scavenging activioy of the
sample was determined by the sibility of the flusrescence of
thasrescein by RO, Briedly, & solotion of 25 gL of C-Po (-
343 g mL "] or 73 mM phosphate buffer, pH T4 (0% scav-
enyping tube) or Trolox {0-1.3 g mb ') woes added to the sole-
tion composed of 23 oM Quorescein and 19 mM  AAFHL
Fluoresconce was measured ot excitabion and emidssaon wave-
lengths of 483 mm anad 320 nm, respectively for 1.9 5 ot 37 70 A
the enad of the assay the arem omder the cure (ALC] was
vbtained by Gem 3 sofoware (Bistek Instruments),

115 'Oy scovenging assay. 'O wis generated from HOIO
and Halky e F!En'uuliv dewcribed ™ The reaction éormisted of
1% i of C-PE (0-30 g mi ') or 43 mM phosphate buffer pH 7
vt seovenging tube) or Hpoic acid |[0-136 mg mL ') o 375 go
waf the reection mixore {1 mM Hae, 30 (M HCO and 1 s
CIPEFL Il:t_| causes i redoction in the lsorescence of FAF that
was determuned af excitation and emission wavelengths of
410 nm and 433 nm, respectvedy.

1348 Hphy scovenging assay. The ability of P tn soav-
enge Hay wis condocted usimg Amplex Red. The ssay was
performed with 30 jL of C-PC [23-%0 gg ml ") or 50 mM
phosphate buffer pH 7_4 (04 scavenging tube] or pymnace (-
L | u;mL"I amd 30 L af 5 phd Haiy and 1k L of the reaction
mixture {(1.1 md Amplex Red, HRP 0.2 U mL~ '} amples Red s
nxidized in the presence of Hy0, to prodsee resorefing 4 foo-
rescort. oompounnd  that s measured ssing ewcitation and
ermissinn Hhers of 330525 and $90:23, respectively,

A7 HU scavenging sssay. The ability of C-FC o sov
e HOWOD was detenmined sxing p-aminobenenie acid shich
reacts with HCWO o podoee the fluorescent  coompoand
A-chlom-l-aminobermde avad. ® Ariefly, 30 gL of CPO (-5 58
L ar lipoic acid [0-10.0 mg mL "] o buffer (s seavenging
tabe | were mixed with 270 gL of the reaction mdxtre (.03 msd
HeIO, 0.1 mM paminobenmic acid in H misM KH A0, KOH

14 I owive experimental model

Fifty four DI male mice {30-13 g, -9 week-old | were fed with
stanalord chow and water ad {ibifew. They were mandomily
dintributed in & growups of 4 mice each: the it group recened
only the vwhicle |saline solution] by intraperitoneal |Lp.) route
{control, €T}, the second group recepred CPC30 mg by 7
the third one received a single dose of OF [ 18 mg kg y L.k nnd
the fourth, fifth and sidh groops received differens doses of
P (3, 1t and 30 my kg i, respectively] one hour before P
administration {18 mg kg ', Lp.| ™ seventy two hours after ©cF
administration, mice were ancsthetized with pentobartstal
{Fomg kg, Lp) and suthanized by emsanguination sectioning
the mxillary antery. Blood was collected in Eppendor tobes with
heparin. #tight kidneys were immediately dissected and froven
by imimersion im lgoid nitrogen and prepared the homogenaie
{1210 miv| in 580 mM EHZPONaHPO, buffer, pH 7 and ased
Foar WA, ooidative sitess markers, and antSoxidant ¢nmanes was
used. Left kidneys were sagittally sectioned and  feed by
mmersion in 100 baffered formalin for histologicnl stodies
and apoptosis detection. We fllowed the guidelines of the
oiificinl Mexican Smndard Care and Use of Laboratory Animals
(MCEBA-002-200+19949) and the Mexican Cificial Standard Mod-
OHT-FCOLRSAT- 200 Infectious Bio Hurardoes Waste - Classt
fcation and Specifications Handling This protocol was
approved by the local ethics committes {(FOATCUALMEA12L

341 Determination of renal fnction. BUN and plasoa
creatinine were determined using commercial Jots. The activity
of MAG was derermined o renal homogenates with  citmte
baffer 0.1 M, pH 4.4 with pnoitrophenyl-w-scetyl{Hrglocos-
minide as & substraie (30 mM) using o paitrophenyl (PRF)
standund curve, The reaction mixture was incubated for 15 min
at A7 ' and the reaction was stopped with sodinnm corbomate
boffer, pH 104 The optical density of 40% mm was measiered:
The data mcrpmduhuq'ldpmuinm ane unit of
Tadd was defined ns the amoont of enzyme that releases 1 jimal
of PMP under the wssy conditions.™ Mauma GPs activity was
asscsard by the disappearance of NMADEH ot 340 nm in a
coupbed reaction corstainiog 1o mkA GSH, 3 ml NAIFH and |
vmL " of Gi. The protein concentrution was determined by
the Lovry method.

3.4.2 Histopatholegical analyxis, The kidneys were dehy-
drated in asending concenirations of ethanol, embedded in
paraffin and sectioned to a 4 pm thickness, sobseguently
stained with hematoxylin and eosin |HEE). Slides wene observed
nuing & light micyosoope (40« ) and the hisologica] alterations

Foogh Fune) 234 5 483-450 | 487
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of ot least 30 mndomly chosen fieldsalice by antomated
morphometry using o Leica Cpin Imiage Anabveer [Cambridge,
England]. With thix equipmeni the percentuge of darmaged
convoluted proximal tubnles was obtained considering the
histopathological changes such s swelling, vacuolzation,
desguomation, and cell denth. tn addition, the toml area of the
tubular epithelium was measied in microns, then the area of
damaged and dead cells were determined and it perceniage
with respeet to total area wos coloolated.

The histalogical profile of 20 proximal mbules mndomly
selected per mat (three s per experimenial groop| was roose-
ded, using a Leicn (pain image Anabzer |(Cambridge, UKL

143 Apoptosis detection. DNA fagmeniation as an
apoptems marker was cvaluated by TUMEL in remnl dssae
samples. 3 pm sections were depamatfinized and antigens were
recuperated by boiling for 20 min m 0019 sodim citrate
solution, pH 6.0, Endogenous peroaidese actvity was blocked
with I Hh solutin in methanol for 30 minotes. Antibody
non-specific binding was inhibied by incubation in 2 29
snlution of normal swine seram in phosphate baffer saline
[FES) for 60 min. The eneyme terminn] fransfenise wis sabse-
cpuenily added inoa 1 £ 140 mixtae i effer solution (incloding
Huorescein-conjugated aligrnucleotides) o the lissues and
imcuhated for 30 min ae 37 "¢ in the dark, Toses were woshed
3 times for 3 min in PAS 1% and subseguently incubated for
A min with the anti-llonrescein antihody @t 17 . After
washing, color was developed by adding 33" -daminobenzidine
and monttored sing a light micrrscope. Sfides were scanned
with Aperin ©5 {San Trgn, €A, USA] digital patholigy cquip-
mient and TUNEL-positive cells were digitally anohzed in the
renal cortex with an Aperio ScanScope System [San Diego,
A, UNAL

A4 Omidative stress markers. MDA, FHNE, oxidized
proteins and G8H content were measured in lddney homoge-
nates. The MDA content was determined osing tetrmmethioey-
propans as a standand cone or renal homiog ] i o sty
of noctanitrile - methanal (32 1) with 10 m&t 1-methyl-2-phe
nylindale in the | of roted] HEd and incohated
for 43 min at 40 "o After that, samples were centrifuged ot
Ay for 3 min, the optical density of the supematant was
memsured at 386 nm. Yalues were reporied as nmol of MDA per
mig of protemn™ The content of 4-HNE was evalmaned using the
samee techmigue vsed o measure MDA, bot employing meth-
atiesulfonic acid with Felai] nstead of HOL™ The renal asH
content was obimined by forming Huoreseent sdduocts with
1 ma monochiomhimane (13 gL) in the presence of 1 v L
glutathione-Stransferase (G5T) (33 pLL™ A stondord carve of
GEH (31 L] in Krebs-Henseleit sxlution pH 7.4 was emphoyed,
Addocts were mrasured using o Synergy HT multimaode micn-
plate reader an 353 amd 478 nm excitntion and enissimn,
respectively, Values are reported as mmol mg ™" protein,

A5 antiowidant emeymes. The activity of GPs o5 renal
homogenates wis nssessed ssing the technigqoe previosshy
described to mensure plasma GPx artivity with some modifios-
tions. Briclly, 00 L of the reaction mixture was mixed with
i L of kidney homagenate or 30 mM phosphate buffer, pA7.4
ond 13 L of 23 mM H,Oy, To determine the activity of GET,

488 | Food Face | 2083, 480-450
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m L of kidoney homopenmie was employed with o sologon
comimining F10 L of 30 mM phosphate buffer pH 65, 240 (L of
2 mM GSH and 340 gL of 1 mM CDNE. GR sciivity was measuned
thased on the dissppearance of MADPH at 140 nm. 30 L of renal
homogenate were mioed with 930 gL of the rescton mixdure
1123 mM GSSG, 0.1 mibd NADPH, 0.5 mM N EDTA in 100 mkd
phosphate buffer. pH 7.6). CAT activity was determined bw the
disappearanoe of 3 mbd Ha0s (723 gL) in the presence of 2% gL
kidmey homogenate at 240 nm. Data were expresscd as k per mg
proein®

A5 semtistical analysis

All the values are expressed as menn <+ standard ermor of the
miean [EEN | BResalts of sovenging ability were expressed as the
ability of the sample o scovenge 30% of cach ROS (10,1
The lewer the W, values the higher the seavenging ability of the
compound, Values were determined by interpolation using the
least squares method calcdlsed from three independent
experiments. Cme-way ANOVA and Bonferroni cnalyses were
used to comgare the inviva data and the Stodent r-test was used
o evmparne the results of the histological analysis using the
statistical program SigmaPlot v 110 [Systat Software, Son jose,
CA, USAJ P < 0,03 was oonsidered significant.

4. Conclusion

This is the tirst report of the prevention of oxidative stress ind
aberremse i the activity of antiodadam engymes in CPF-ndoced
nephrotoxicity. by o single dose of the mutmoeoticnl ©-PC, The
prutective effert of C-PC against CP-induced nephmtoccioy was
assoriated with the ROS ssavenging ability of C-PC Our data
suggest that the bman eonsaomption of C-PC may be wsefol for
the prevention nnd/or reatment of kidney diseases associnied
with oxmdative stress. Purther pre-clinical investigation shoald
be performed.
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