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RESUMEN

La curcumina es el principal componente bioactivo de la Curcuma longa, esta
biomolécula  presenta propiedades antiinflamatorias, antioxidantes vy
nefroprotectoras. La principal desventaja de esta molécula es su baja
biodisponibilidad. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto nefroprotector
de la curcumina por medio de la sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina,
en un modelo murino de nefrotoxicidad inducido con gentamicina. El principal reto
que presenta la curcumina en cuanto a su biodisponibilidad es debido a su pobre
absorcion, aparente rapido metabolismo, inactividad de productos finales del
metabolismo, eliminacion rapida, distribucion limitada en tejidos y una vida media
corta. Es por estas caracteristicas, que se han utilizado distintas formulaciones
para poder incrementar la biodisponibilidad de la curcumina, lo anterior con el fin
de evaluar algunas de sus propiedades biolégicas, tales como’ disminucién de
lipidos de baja densidad, disminucién del tamafio de tumores cancerigenos dando
resultados positivos. Una manera de poder aumentar . la absorcion, la
biodisponibilidad y la vida media en plasma, es mediante el uso de sistemas de
liberacion basados en nanoparticulas. En este proyecto, se evaluo el efecto
nefroprotector de curcumina por nanoparticulas-de oro en un modelo murino con
nefrotoxicidad inducido por gentamicina. Se distribuyeron ratas de manera
aleatoria en 9 grupos experimentales con tratamiento durante 7 dias, cada grupo
contdé con 6 ratas Wistar de entre 220-250 g de peso, el grupo 1 fue el control
negativo (ratas sanas), al grupo 2 se administré6 curcumina nativa, al grupo 3 se
administraron nanoparticulas de oro, al grupo 4 se administraron nanoparticulas
de oro con curcumina, el grupo 5 fue el control positivo, al que se le indujo
nefrotoxicidad con gentamicina (utilizando este modelo de nefrotoxicidad para los
grupos 5, 6, 7, 8), el grupo 6 fueron ratas con nefrotoxicidad tratadas
concomitantemente con curcumina nativa, grupo 7 fueron ratas con nefrotoxicidad
tratadas concomitantemente con nanoparticulas de oro, el grupo 8 fueron ratas
con nefrotoxicidad tratadas concomitantemente con nanoparticulas de oro con
curcumina y, el grupo 9 fueron ratas pretratadas durante 7 dias con nanoparticulas
de oro y curcumina, al dia 8 se administraron de manera concomitante
gentamicina 'y nanoparticulas de oro con curcumina durante 7 dias mas. Se
determind la dosis letal 50 para la formulacidn de curcumina. Se midieron
biomarcadores renales séricos, creatinina y BUN. Se realizd estudio
histopatoldgico con tincidon hematoxilina-eosina para detectar cambios en necrosis
tubular, dilatacion tubular, estructura de glomérulo, edema, infiltracion de células
mononucleares y formacion de gotas hialinas en células tubulares.

Palabras clave: biodisponibilidad, antioxidante, antiinflamatorio, creatinina, BUN
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ABSTRACT

Curcumin is the main bioactive component of Curcuma longa, this biomolecule has
anti-inflammatory, antioxidant and nephroprotective properties. The main
disadvantage of this molecule is its low bioavailability. The objective of this project
was to evaluate the nephroprotective effect of curcumin by means of the synthesis
of gold nanoparticles with curcumin, in a murine model of nephrotoxicity induced
with gentamicin. The main challenge presented by curcumin in its bioavailability is
due to its poor absorption, apparent rapid metabolism, inactivity of final metabolism
products, rapid elimination, limited tissue distribution and a short half-life. It is due
to these characteristics that different formulations have been used in order to
increase the bioavailability of curcumin, this in order to evaluate some of its
biological properties, such as decrease of low density lipids, decrease inthe size of
cancerous tumors giving good results. One way to increase absorption,
bioavailability and half-life in plasma is through the use of nanoparticle-based
release systems. In this project, the nephroprotective effect of curcumin was
evaluated by treatment-improvement with gold nanoparticles in a murine model
with nephrotoxicity induced by gentamicin. Rats were randomly separated in 9
experimental groups with seven days-treatment, each group had 6 Wistar rats
weighting between 220-250 g, group 1 was the negative control (healthy rats),
group 2 was native curcumin administered, group 3 was gold nanoparticles
administered, group 4 was gold nanoparticles with curcumin administered, group 5
was the positive control rats that had gentamicin-induced nephrotoxicity gentamicin
(this model of nephrotoxicity will be used for groups 5, 6, 7, 8), group 6 were rats
with nephrotoxicity administered concomitantly with native curcumin, group 7 were
rats with nephrotoxicity administered concomitantly with gold nanoparticles, group
8 were rats with nephrotoxicity administered concomitantly with gold nanoparticles
with curcumin, the group or. 9 were pretreated rats for 7 days with gold
nanoparticles and curcumin, and on day 8 concomitantly gentamicin and gold
nanoparticles were administered with curcumin for 7 more days. The lethal dose 50
was determined for the formulation of curcumin. Serum renal biomarkers creatinine
and BUN were measured. Histopathological study with hematoxylin-eosin stain
was performed to detect changes in tubular necrosis, tubular dilatation, glomerulus
structure, edema; infiltration of mononuclear cells and formation of hyaline drops in
tubular cells.

Key words: bioavailability, antioxidant, anti-inflammatory, creatinine, BUN.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es una de las patologias que afecta al 10%
de la poblacion mundial (OMS, Organizacion Munidal de la Salud y OPS 2015). De
acuerdo a datos de la Fundacion Mexicana del Rifion, en México existen alrededor
de 9.6 millones de personas con enfermedad renal en etapa temprana, 65 mil
pacientes con tratamiento de dialisis, 25 mil nifilos con enfermedad renal crénica,.y
75 mil enfermos renales cronicos sin una atencion adecuada (FMR, 2015). El
presupuesto destinado para esta patologia es alto, ademas de que si se tratara de
manera privada, al representar mas del 30% del salario, la patologia se cataloga
como catastrofica (CSG, 2017). Este tipo de padecimiento tiene la caracteristica
de ser una patologia progresiva e irreversible, ademas de silenciosa, es decir, no
presenta sintomas hasta llegar a etapas avanzadas (OMS, Organizacion Munidal
de la Salud y OPS 2015). En los afios de 2011 a 2015 se detectaron alrededor de
12 mil fallecimientos por afo, esto es aproximadamente 60 mil mexicanos en este
lapso (Buendia, 2017).

Una alternativa viable para poder detener el avance cronico degenerativo de la
enfermedad renal cronica es el uso de suplementos alimenticios; algunos
suplementos contienen moléculas bioactivas derivadas de plantas; dichas
moléculas tienen diferentes actividades biologicas en el organismo, parte de esas
moléculas pueden actuar como agentes nefroprotectores debido a sus acciones
antiinflamatorias y antioxidantes. La curcumina es el principal componente
bioactivo de la Curcuma longa o mejor conocida como curcuma (Amalraj et al.,
2016). Esta biomolécula presenta propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
nefroprotectoras (Negrete-Guzman et al., 2015). Se ha demostrado la actividad
nefroprotectora de curcumina en estudios con pacientes diagnosticados con
enfermedad renal crénica (Shelmadine et al. 2017). Sin embargo, el principal
conflicto de la curcumina es su baja biodisponibilidad (Kocher et al., 2016), se han
hecho numerosas formulaciones para incrementar la biodisponibilidad de la
curcumina-(Jager et al., 2014). También se han utilizado diversos adyuvantes para
poder incrementar la biodisponibilidad via oral de la curcumina dando resultados
positivos, aumentando la biodisponibilidad (Stohs et al., 2017). Una manera de
poder aumentar la absorcién rapida, la biodisponibilidad y la vida media en
plasma, es mediante el uso de sistemas de liberacion basados en nanoparticulas
(Singh et al., 2013).

El fin de este estudio es evaluar la actividad nefroprotectora de la curcumina
mediante el uso de un nanocomposito de nanoparticulas de oro con curcumina,
con el fin de tener una contribucion como alternativa viable de salud para
pacientes con enfermedad renal cronica.

12



2. ANTECEDENTES
2.1 Fisiologia renal.

Los rifiones cuentan con una masa aproximadamente de 150 g cada uno. Son
organos bilaterales en forma de frijol situados en el retroperitoneo. Se le denomina
hilio renal al punto de entrada de nervios renales, arterias y salida de uréteres,
linfaticos y venas renales (Figura 1) (Alexanderson & Gamba 2014).

Nefrona

Via del drenaje

&

Tubulo ¢
%“ar
e@ e renal

\

aliz menor

|

Caliz mayor

Corteza renal Pelvis renal

Médula renal

Columna renal

Piramide renal
en la médula

v

Uréter

l

Vejiga urinaria

Seno renal

Papila renal

Grasa en el seno renal ' =T l
Capsula fibrosa (renal)
D (a) Corte frontal del rifdn derecho

4

Figura 1. Rifdén. Esta figura muestra las venas y arterias del hilio renal, asi como
componentes generales del mismo (Tortora & Derrickson, 2013).

El uréter es por donde viaja la orina transportada hasta la vejiga. El rifidn cuenta
con una capsula fibrosa, la cual le sirve para proteger sus estructuras. A su vez el
rinon ‘se_divide en corteza externa y la parte interna se denomina médula. La
meédula se divide en piramides renales. La base de las piramides se encuentra en
el borde de la médula y corteza llamada papila, la cual se encuentra en la pelvis
renal, los bordes externos de la pelvis se les denominan calices mayores y los
menores son los encargados de recolectar la orina de cada papila (Figura 2)
(Guyton & Hall, 2016).
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Calix menor 1

\ N\

Nefrona
(amplificada)
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Pramide renal
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Uretero

Figura 2. Organizacion del sistema del rindn. Esta figura muestra la ubicacion
en el cuerpo del rindn y las partes en general del riidn (Alexanderson & Gamba,
2014).

La sangre llega al rindn por medio de la arteria renal en el hilio, para su posterior
ramificacion en arterias interlobulares, arterias arciformes, arterias interlobulillares
y arteriolas aferentes (Figura 3) (Guyton & Hall, 2016).
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Arteria renal
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Arterias \
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Figura 3. Anatomia de arterias y venas del rindn. Esta figura muestra la
ubicacion de las arterias segmentarias, arterias interlobulares, arciformes e
interlobulillares (Guyton & Hall 2016).

En los capilares glomerulares es en donde ocurre la filtracion y surge la arteriola
eferente, la cual ayuda a mantener la alta presion dentro de los glomérulos. Los
capilares peritubulares son emitidos desde la arteriola eferente, y estos capilares
son los encargados de proveer al parénquima renal nutrientes y oxigeno para que
pueda llevar a cabo sus funciones (Figura 4). Las vénulas procedentes de los
capilares peritubulares al comunicarse entre si, forman las venas interlobulares
generando las venas renales, las cuales fluyen paralelas a las arterias renales. De
esta manera la circulacion renal ocurre en dos divisiones de capilares que
contienen sangre arterial 1) Capilares peritubulares donde se realiza intercambio
de productos de desecho metabdlico y nutrientes 2) capilares glomerulares donde
tiene lugar la filtracion (Alexanderson & Gamba, 2014).
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Figura 4. Anatomia de nefrona, arterias y venas. Esta figura muestra los
componentes de la nefrona en general (Guyton & Hall, 2016).

El rindn cuenta con unidades funcionales llamadas nefronas de dos tipos, nefrona
cortical y nefrona yuxtamedular. Se /localizan dentro del parénquima renal,
contienen células epiteliales que tienen funciones de reabsorcion, filtracién vy
secrecion. En las nefronas corticales el glomérulo se encuentra en la superficie de
la corteza renal, cuentan con asas de Henle cortas abarcando la corteza renal
terminando en el limite externo de la médula externa a diferencia de las nefronas
yuxtamedulares, en las cuales el glomérulo esta localizado en la parte interna de
la corteza, llegando a la division entre médula externa y corteza, y sus asas de
Henle son largas, penentrando el parénquima renal a través de médula interna y
externa hasta llegar a la papila renal (Figura 5) (Alexanderson & Gamba, 2014).
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Figura 5. Nefrona cortical y yuxtamedular. La figura muestra la diferencia de
distancias entre las dos tipos de nefronas que existen (Guyton & Hall, 2016).

Cada rifidn cuenta con aproximadamente un millon de nefronas, las cuales no
cuentan con la habilidad de regenerarse. El ser humano naturalmente, comienza a
perder nefronas a una tasa de 1% anual a partir de los 40 anos. Por lo tanto, una
persona de 80 afios tiene 40% menos de nefronas funcionales que a los 40 afios.
La manera de combatir esta falta de nefronas, es mediante la hiperfuncidn de las
nefronas vivas o restantes (Guyton & Hall, 2016).

El ultra filtrado glomerular se lleva a cabo por medio de la arteriola aferente, la cual
con alta presidn provoca la filtracion, dirigiendo las moléculas hacia la capsula de
Bowman, esto tiene un flujo volumétrico de 1100 mL/min. El liquido filtrado
recolectado en la capsula de Bowman fluye hacia el tubulo proximal situado en la
corteza renal. Del tubulo proximal fluye hacia el asa de Henle descendente y
ascendente; la rama ascendente tiene dos segmentos el fino y el grueso, del asa
de Henle llega a la macula densa, viaja hacia al tubulo distal y termina en el tubulo
colector. En las zonas de tubulos y asa de Henle se produce una reabsorcién de
iones por medio de transporte activo y pasivo. En el tubulo proximal se reabsorben
sodio, potasio, cloro y agua, gracias a la bomba sodio potasio ATPasa; como co-
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transporte de esta bomba se absorbe glucosa; gracias a la anhidrasa carbonica se
reabsorbe bicarbonato. Como parte de la secrecion en tubulos proximales estan
algunos acidos y bases organicas como urato, catecolaminas, oxalato, sales
biliares, acido para-aminohipurico. En la rama ascendente segmento fino, las
células son muy permeables al agua y moderamente permeables a sodio y urea,
por lo tanto ocurre transporte por difusion simple de agua, urea y sodio. En la rama
ascendente de segmento grueso ocurre transporte activo para reabsorcion de
sodio, potasio, cloro, calcio, bicarbonato y magnesio. Como absorcion paracelular
en la rama ascendente gruesa se reabsorben cationes como magnesio, calcio,
sodio y potasio, asi como secrecion de hidrégeno debido al mecanismo de contra-
transporte sodio-hidrogeno. En la primera parte del tubulo distal ocurre
reabsorcion de potasio, sodio y cloro, pero es casi totalmente impermeable al agua
y urea, ocurre una absorcién de cloruro de sodio por parte del co-transportador
sodio-cloro. La ultima parte del tubulo distal se compone de dos tipos de células,
las principales y las células intercaladas, en las células principales se secretan
iones potasio y se absorbe agua y sodio. En las células intercaladas se secretan
iones hidrégeno por medio del mecanismo de transporte hidrogeno ATPasa, y
gracias al resultado de la accion de la anhidrasa carbonica, por cada ion de
hidrogeno secretado queda un ion de bicarbonato para su reabsorcion, asi como
sodio y secrecidn de hidrogeno y potasio; la permeabilidad de la célula al agua
esta mediada por la concentracién ~de la Hormona antidiurética ADH o
vasopresina; lo anterior a concentraciones altas, permite por medio de
permeabilidad de las células, el paso de agua. Por ultimo, en el tubulo colector la
vasopresina tiene el mismo rol que en el tubulo distal en las células intercaladas,
asi como el mismo mecanismo para secretar iones hidrogeno, ademas de ser
permeable a la urea; por su parte, péptido natriurético auricular esta involucrado
en la inhibicion de la reabsorcion de sodio y agua (Guyton & Hall, 2016).

2.1.1 Anhidrasa Carbénica (AC)

La Anhidrasa Carbdnica (AC) es una enzima capaz de catalizar la ionizacion del
diéxido de carbono para formar acido carbonico, produciendo un protéon (H") y un
anion de bicarbonato HCO3'. Se encuentra en la porcion basolateral del tubulo
contorneado proximal y distal, aumenta la absorcion de HCO3™ y agua permitiendo
asi, regular los niveles de pH (Monroy & Vargas, 2010).

2.1.2 Hormona Antidiurética (ADH) o vasopresina

La vasopresina es una hormona secretada por la neurohipdfisis que actua
aumentando la permeabilidad de agua en células de tubulos renales. La ADH llega
a receptores tipo V2 los cuales son receptores de membrana acoplados a
proteinas G, aumentando la formacion de cAMP, fosforilan proteinas que
promueven exocitosis de vesiculas que contienen un canal de agua llamado
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acuaporina-2, se producen inserciones de canales de agua dando como resultado
una absorcion mayor de agua (Repetto, 2014).

2.1.3 Hormona paratiroidea (PTH) y 1,25-dihidroxivitamina D3

La piel contiene algunos derivados de esteroles, los cuales pertenecen a la familia
de la vitamina D, el colecalciferol se forma en la piel como resultado de radiacion
de rayos ultravioleta de la luz solar del 7-dehidrocolecalciferol. El higado es el
responsable de convertir el colecalciferol a 25-hidroxicolecalciferol por medio de
hidroxilaciones. Por ultimo, el rifidn es el responsable de otra hidroxilacién dando
como resultado 1,25-dihidrocolecalciferol, esta hidroxilacion ocurre en los tubulos
proximales renales. La hormona paratiroidea, mediante 1,25-dihidrocolecalciferol,
tiene la funcion de aumentar la resorcion de calcio y fosfato por medio de los
osteocitos y osteoblastos, esta resorcion de calcio se lleva a cabo en la parte final
de los tubulos distales y en tubulo colector de los rifiones. Al - mismo tiempo que
aumenta la resorcion de calcio, también disminuye la resorcion de fosfato, sodio,
potasio y aminoacidos, incrementa la resorcion de iones magnesio e hidrégeno
(Guyton & Hall, 2016).

2.1.4 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

El rindn tiene la capacidad de convertir prorrenina a renina; la renina escinde el
dominio N-terminal del angiotensindgeno obteniendo Angiotensina | (AGl), gracias
a la Enzima Convertidora de Angiotensina somatica (ECA), por medio de
protedlisis convierte AGI en angiotensina Il (AGIl). Sin embargo, ahora se conoce
que existen distintas vias no dependientes de ECA para la obtencion de AGII,
ejemplo de ello son las vias activador del plasminogeno, tonina y catepsina. La
AGII tiene actividad por medio de dos receptores, para el que AT2 esta asociado
para expresarse principalmente durante el periodo fetal y se encuentra vinculado a
la regeneracion y diferenciacion celular, mientras que la mayoria de los efectos
fisiologicos se regulan por el AT-1 promoviendo la sintesis y liberacion de
aldosterona, dando lugar a la retencidén de sodio y agua (Figura 6) (Sparks et al.,
2014).
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Figura 6. Vias de senalizacidon de angiotensina. Se muestran las fases y las
distintas vias de sefalizacion por las cuales se puede generar angiotensina, fases
del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Contra et al., 2008).

2.1.5 Receptor de angiotensina tipo 1y 2 (AT-1y AT-2)

Pertenece a la familia de proteinas G, localizado en glandula suprarrenal, rifidn,
musculo liso vascular y corazén. La estimulacion del receptor AT-1 actua por
medio de fosfolipasa C teniendo dos vertientes, la primera es activar proteina
quinasa C y la otra es MAP quinasa, origina la formacion de peréxido y superédxido
de hidrégeno por medio de la estimulacion de NADH/NADPH. Ya estimulado AT-1
y AT-2 por medio de AGII producen diversos efectos sistémicos, pueden provocar
sintesis de aldosterona, vasopresina y causar vasoconstriccion. Por otra parte,
puede actuar produciendo efectos locales, ya sea ejerciendo efectos paracrinos o
autocrinos, estimula la formacion de colageno, musculo liso vascular, promover
apoptosis, induciendo Bax o inhibiendo Bcl-2 por medio del incremento de la
actividad de oxidasa NADH/NADPH por ende mayor sintesis de radicales libres.
La activacién del receptor AT-1 también incrementa la actividad de la Proteina
Quinasa Activada por Mitégeno (MAPK) inactivando extracelularmente sefales
reguladoras, por ende disminuyendo la transcripcion de Bcl-2. En manera indirecta
la AGI activa el receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidasas tipo lectina 1
(LOX-1), aumenta MAPK vy la sintesis del Factor Nuclear KB (NF-KB).
Directamente disminuye la sintesis de 6xido nitrico al alterar la enzima sintetasa
de o6xido nitrico (eNOS). El AT-1 activa ciclooxigenasa-2 (COX-2) catalizando la
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formacion de prostaglandinas y de tromboxano A-2. El AT-2 compensa los efectos
de AT-1 desfosforilando, teniendo efectos como antiproliferacion y vasodilatacion.
En resumen, los efectos causados por AGIl en receptor AT-1 en riidn son
retencion de sodio e inhibicibn de renina, en suprarrenales la liberacion de
catecolaminas y aldosterona, y por parte del AT-2 en riidn la principal funcién es
la vasodilatacion aferente (Sparks et al., 2014).

2.1.6 Gluconeogénesis y reabsorcion de glucosa

Los rifiones cuentan con la habilidad de sintetizar glucosa a partir de aminoacidos,
glutamina, alanina, lactato y glicerol, ademas de reabsorber glucosa por medio de
transportadores como la proteina de transporte sodio-glucosa 1 y 2 (SGLT) y
GLUT 1y 2 en la parte del tubulo proximal (Segura & Ruilope, 2013).

2.1.7 Produccioén renal de eritropoyetina (EPO)

La EPO es producida en el insterticio renal por medio-de un estimulo de hipoxia,
los factores que reducen la oxigenacidén son el volumen sanguineo bajo, en caso
de los rifiones por una baja filtracion glomerular, hemoglobina baja, anemia y
enfermedades pulmonares. El Factor Inducido por Hipoxia reconoce el estimulo,
se transloca al nucleo de células proeritroblasticas en forma de heterodimero, con
subunidades a y B y recluta a complejo co-activador transcripcional CBP/p300
(Eggold & Rankin, 2019).

2.1.8 Receptor EPO (EPO-R)

La union de EPO induce un cambio conformacional y una proximidad de las
moléculas monoméricas de EPO-R, de este modo se activan dos Janus Kinasas 2
(JAK2), se fosforilan residuos de tirosina de EPO-R dando lugar de acoplamiento
para sefalizar proteinas con dominios de homologia SH2. Las vias por las cuales
actua EPO son STATS, MAP quinasa, PKC, AKT, fosfatidil-inositol 3-quinasa
(PI3K). Para finalizar las fosfatasas de células hematopoyéticas desfosforilan
JAK2 (Eggold & Rankin, 2019).

2.1.9 Péptido Natriurético Auricular

El péptido natriurético auricular, es un péptido liberado por células especificas de
las auriculas cardiacas, debido a un estimulo de distencién por aumento de
volumen de plasma, esta molécula actua por receptor guanilil ciclasa, actuan por
medio de guanosina trifosfato (GTP), se incrementa la formacion de cGMP siendo
el responsable de la inhibicion de la reabsorcion de sodio y agua, dando como
resultado una mayor excrecion de orina, lo cual lleva a una normalizacién del
volumen sanguineo (Chen & Burnett, 2018).
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2.2 Marcadores de lesion renal

La creatinina sérica es derivada del metabolismo muscular de creatina y
fosfocreatina, y es proporcional a la masa muscular; La produccion de creatinina
por tejido muscular es diaria. La cistatina C es producida por todas las células
nucleadas, secretada por tubulo proximal, gracias al mecanismo de transporte el
cual esta relacionado de manera directa con la tasa de filtracion. La Interleucina-
18 es una citocina proinflamatoria perteneciente a la familia de IL-1, se encuentra
en fibroblastos, monocitos y células epiteliales de los tubulos proximales, por
estimulos de isquemia. N-acetil-b-D-glucosaminidasa (NAG), es una enzima
localizada en tubulos renales de tipo lisosomal, no se excreta por su-alto peso
molecular, por lo tanto si se excreta, este biomarcador sugiere dafio por necrosis
tubular y no por glomerulonefritis, debido a que en las enfermedades
glomerulares, el analisis del aumento de enzimas NAG demostrd ser por liberacion
de células tubulares renales y no por capilares glomerulares; el incremento de esta
enzima se ha encontrado debido a exposicion a varias sustancias nefrotdxicas
como plomo, cadmio, antibidticos aminoglucosidos y farmacos nefrotoxicos. La
Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutréfilos (NGAL) ligada a granulocitos, es
liberada principalmente por neutréfilos activados por infeccion e inflamacién
aguda, NGAL en rifiones se libera a pocas horas de algun dafo toéxico en tubulos
o isquemia, por tanto es util como biomarcador de lesion renal aguda (Espinosa et
al., 2013).

2.3. Enfermedad Renal Aguda

La Enfermedad Renal Aguda (ERA) es la disminucién de la eliminacién de
productos nitrogenados de desecho por parte de los rifiones, que se instaura en
horas a dias, durante un periodo maximo de 3 meses. Una de las causas de la
reduccion de la eliminacion de productos nitrogenados es la hipoperfusién renal
prolongada, lo que lleva a un dafio hipdxico y oxidativo en las células tubulares
renales, perdiendo polaridad, conduciendo a necrosis y apoptosis celular. Las
células mas afectadas son las del tabulo proximal y tubulo colector. Esta lesién
tarda en reinstaurar la correcta perfusion renal de dias a semanas, también
conocida como Necrosis Tubular Aguda (NTA). La ERA puede ocasionar oliguria,
anuria o diuresis conservada. En el caso de la diuresis conservada se refiere a
una orina poco concentrada en productos nitrogenados (Andreu Periz & Force
Sanmartin, 2001; Gainza De Los Rios, 2012; Sellarés, 2012).

2.3.1 Mecanismos que producen nefrotoxicidad.

Existen distintos mecanismos mediante los cuales se puede producir
nefrotoxicidad: uno de ellos es la interferencia en la perfusion renal, que disminuye
el flujo plasmatico renal originando Enfermedad Renal Aguda (ERA). Esta
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enfermedad renal aguda es causada principalmente por algunos farmacos
inhibidores de protaglandinas (anti-inflamatorios no esteroideos) o inhibidores de
la enzima de conversion de la angiotensina. Se puede afectar directamente a las
células renales alterando la permeabilidad o actividad de sus bombas de
transporte por citotoxicidad. Existen sustancias que por si mismas causan
nefrotoxicidad, por ejemplo algunos toxicos vegetales como el ricino y la amanita
phalloides, otros toxicos organicos como el tetracloruro de carbono y el pesticida
paraquat. Dentro de los toxicos inorganicos encontramos al plomo, mercurio,
cadmio, sales de oro, cobre y litio (Kim & Moon, 2012).

2.3.2 Nefrotoxicidad de farmacos.

Entre los farmacos que inducen nefrotoxicidad se - encuentran
antimicrobianos/antibiéticos, analgésicos, antiinflamatorios/analgésicos vy
antineoplasicos. En este trabajo se utilizara la gentamicina que pertenece al grupo
de los antibidticos (Kim & Moon, 2012). La gentamicina es un antibiotico
perteneciente a la familia de los aminoglucésidos. Este antibidtico tiene como
blanco bactericida, bacterias gram negativas. -Este tipo de aminoglucosidos
presentan una estructura heterociclica, teniendo en su estructura dos o mas
aminoazucares, los cuales se unen por enlaces glucosidicos a un anillo
aminociclitol. Estos antibidticos poseen una escasa absorcién oral, por lo que la
administracion intravenosa es la mas utilizada. Los aminoglucésidos atraviesan
muy poco las membranas bioldégicas que no cuentan con mecanismos de
transporte, ésto por su tamafo y carga policatiénica. Los aminoglucésidos no son
metabolizados por el ser humano, por lo que son excretados sin alteraciones por
los rifiones. Sin embargo sufren una filtracién toxicolégicamente importante, se
reabsorbe por las células de los tubulos, debido a que estas células cuentan con
mecanismos de transporte. Cuando se reabsorben, estos antibidticos se unen a
los fosfolipidos con carga negativa ubicados en el ribete del cepillo de las
membranas de las células de tubulos renales, lo cual posteriormente se
internalizara por medio de pinocitosis. Dentro de la sintomatologia inicial
ocasionada por el dafio renal causado por este tipo de antibidticos, esta la
presencia de proteinuria, incremento en la excrecion urinaria de algunas enzimas
tubulares como alanina aminopeptidasa, -D-glucosamina, fosfatasa alcalina y Zinc
y. Cobre, asi como el aumento en la excrecion de 2-microglobulina. Posterior a
sintomatologia inicial, aparecen algunos agregados en el sedimento urinario, tal es
el caso de cilindruria y leucocituria. Los efectos de la gentamicina son la induccién
de apoptosis, necrosis, estrés oxidativo, un aumento en la infiltracién de monocitos
/ macrofagos y elevacion de endotelina |. Fisiologicamente se caracteriza por
aumentos en los niveles de creatinina sérica, nitrogeno ureico en sangre (BUN),
necrosis tubular y congestion glomerular, asi como disminucion en la tasa de
filtracion glomerular. Morfologicamente se caracteriza por edema epitelial,
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descamacion epitelial del tubulo proximal, necrosis tubular e hipertrofia glomerular.
La gentamicina aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
ademas de reducir la actividad de enzimas antioxidantes renales tales como
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa (SOD) vy
glutation (Apaydin Yildirim et al., 2017).

2.3.3 Enfermedad Renal Crdénica

La ERC de acuerdo a la Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) se
define como alteraciones de la funcion o estructura renal, presentes durante mas
de 3 meses, con implicaciones para la salud (Gorostidi et al. 2017; Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) 2017), esto ultimo se agrega
debido a que pueden existir alteraciones estructurales o funcionales que no
conlleven a la ERC como por ejemplo un tumor renal (Gorostidi ef al. 2017). La
clasificacion de acuerdo a las guias KDIGO de la ERC se basa en la causa, tasa
de filtracion glomerual (GFR por sus siglas en inglés) que va desde G1 a G5 y
albuminuria teniendo 3 clasificaciones de A1 a A3 (Tabla 3) (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) 2017).
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Tabla 3. Clasificacion en grados de la ERC segun guias KDIGO.

ALBUMINURIA

CATEGORIAS, DESCRIPCION Y RANGOS

FILTRADO GLOMERULAR A1 A2 A3
II_\ISVREI\:/IAI\ELN?\F MODERADAMEN | SEVERAMENT
E ELEVADA TE ELEVADA E ELEVADA
CATEGORIAS, <30mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
DESCRIPCION Y RANGOS
[mL/min/1.73 m2] <3 mg/mmol|  3-30mg/mmol >30 mg/mmol

NORMAL O
G1 ELEVADO >90
LIGERAMENTE | 60-
G2 DISMINUIDO 89
LIGERA A
G3 | MODERADAMEN | 45-
a TE DISMINUIDO | 59
MODERADA O
G3 | GRAVEMENTE | 30-
b DISMINUIDO 44
GRAVEMENTE 15-
G4 DISMINUIDO 29
G5 FALLA RENAL | <15

Verde: no hay enfermedad renal si no existen otros marcadores definitorios;
Amarillo: riesgo moderado; Naranja: riesgo alto; rojo: riesgo muy alto. La
albuminuria se expresa como cociente [albumina/creatininal

Los criterios para poder tener un diagnéstico de ERC son la reduccién del filtrado
glomerular menor a 60/mL/min/1.73m? lo cual se ubicaria al paciente en un estado
G3a de acuerdo a la tabla de clasificacion en grados de la ERC (Tabla 3). Existen
ademas marcadores de dafo renal tales como: alteraciones electroliticas u otras
alteraciones de origen tubular, alteraciones en el sedimento urinario, albuminuria
elevada, alteraciones estructurales histologicas, trasplante renal o alteraciones
estructurales en pruebas de imagen. Para esto ultimo se emplean ecografia, eco-
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doppler, urografia intravenosa, angiografia digital y biopsia renal (Sellarés 2012).
Los criterios para tener un diagndstico de ERC con base en la causa, tienen que
tomar en cuenta la presencia o ausencia de alguna enfermedad o trastorno
sistémico que tenga cierto potencial de afectacién renal. Asimismo, se puede
emplear alguna alteraciéon anatomo-patoldgica ya sea observada o presunta, como
dos principales causas sin dejar a un lado los antecedentes heredofamiliares,
factores ambientales, si estuvo en contacto con metales que puedan causar dafio
renal, asi como plomo o mercurio, pruebas de imagen y la ingesta de farmacos
nefrotoxicos (Gorostidi et al. 2017).

2.3.4 Causas

La ERC se encuentra relacionada a enfermedades de alta prevalencia tales como
diabetes, hipertension arterial (HTA) y envejecimiento. Las complicaciones mas
comunes y su prevalencia de acuerdo a los rangos de filtracion glomerular se
encuentran expuestos en la Tabla 4 (Gorostidi et al. 2017).

Tabla 4. Prevalencia de complicaciones habituales de la ERC.

FILTRADO GLOMERULAR
COMPLICACION (mL/min/SC [m2])
>90 [60-89 [45-59 [30-44 <30

HTA
(PAS >140 mmHg y PAD >90mmHg
0 uso de medicacion

antihipertensiva) 18.3 |41 71.8 |78.3 |82.1
Anemia

(Hb <12 g/dL en mujeresy < 13,5

g/dL en varones) 4 4.7 12.3 |22.7 [51.5

Hiperparatiroidismo
(paratohormona intacta > 70 pg/mL
(= 7,4 pmol/L)) 55 194 23 44 72.5

Hiperfosfatemia

(fésforo sérico > 4,5 mg/dL (> 1,5
mmol/L)) 7.2 |74 9.2 9.3 23
Déficit de Vitamina D

(niveles séricos < 15 ng/mL (< 37

nmol/l)) 14.1 |91 10.7 [10.7 |27.2
Acidosis

(bicarbonato sérico < 21 mEq/L) 11.2 |8.4 9.4 18.1 |31.5
Hipoalbuminemia

(albumina sérica < 3,5 g/dL) 1 1.3 2.8 9 7.5

Donde: HTA, hipertension arterial; PAD, presion arterial diastolica; PAS, presion
arterial diastdlica; Hb, hemoglobina. Datos expresados en porcentaje (Gorostidi et
al. 2017).
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2.3.5 Tratamiento

El tratamiento de la ERC varia de acuerdo a la etapa en la que el paciente se
encuentra. En la mayoria de los casos durante las primeras 4 fases (Tabla 3), el
tratamiento del paciente no es invasivo y se basa en dietas y farmacos que no
contengan propiedades nefrotoxicas, mientras que los pacientes posicionados en
la ultima fase requieren de un tratamiento invasivo como dialisis peritoneal,
hemodialisis o trasplante, sin dejar a un lado la dieta especializada para pacientes
renales (Espinosa 2016).

La progresion de la ERC se establece cuando el paciente pasa de una fase a otra,
por ejemplo pasar de una fase G2 a G3a o por el descenso constante de filtracion
glomerular mayor o igual a 5mL/min/1.73m? anual, es preciso_resaltar que si
presenta alguna fluctuacion del filtrado glomerular, no indica por definitivo una
progresion. En caso de que alguno de los factores se presente, es necesario
descartar factores que hayan podido beneficiar a dicha progresion frente a
agudizacion, como el uso de antiinflamatorios no  esteroideos, farmacos
bloqueantes del sistema renina-angiotensina’ en ciertas condiciones
hemodinamicas, uropatia obstructiva, antibiéticos nefrotdxicos, deplecion de
volumen, situaciones de inestabilidad hemodinamica (Gorostidi et al. 2017).

2.4 Agentes Nefroprotectores

Debido a la alta prevalencia de ERC, es preciso pensar en una alternativa para
poder frenar el desarrollo de esta patologia. En el mundo existen distintas
moléculas bioactivas las cuales ofrecen nefroproteccion, con el fin de poder
detener el desarrollo cronico degenerativo de la ERC, muchas de las cuales
podemos encontrarlas en plantas. Algunas de las plantas que han demostrado
efectos nefroprotectores. son Sida cordata, Plumbago zeylanica, Rudgea
viburnoides, Pistacia atlantica, Cuscuta reflexa. Estudios previos en ratas han
demostrado que han podido disminuir marcadores renales ya comentados
anteriormente como BUN, creatinina y albuminuria, y en comun actuar como
antioxidantes y antiinflamatorios, impidiendo las especies reactivas de oxigeno,
evitando la muerte celular y por ende evitar glomerulonefritis y necrosis tubular
(Alamgeer, et al. 2017; Heidarian, et al. 2017; Moreira Galdino, et al. 2017,
Rajakrishnan, et al. 2017; Shah, et al. 2017).
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2.5 Nefroproteccién de Curcumina

En un modelo de rata en el cual se indujo nefrotoxicidad por adenina, se probo el
efecto de la curcumina como agente nefroprotector midiendo algunos
biomarcadores renales. La curcumina en contraste con el agente nefrotoxico,
mostré mejorar los resultados de biomarcadores renales, provocando una
reduccion de los niveles de urea, creatinina, y fésforo asi como el aumento de los
niveles de calcio. En cuestiones de capacidad antioxidante demostré un aumento
de los niveles de superdxido dismutasa y glutation total. En citoquinas produjo un
descenso de adiponectina, cistatina C, TNF-a y IL-6. En histopatologia logré
reducir la necrosis tubular, infiltracion de células mononucleares y formacion de
gotas hialinas en células tubulares (Badreldin. et al. 2017).

En un modelo de rata al cual se indujo nefrotoxicidad por gentamicina y se le
administré curcumina, lograron cuantificar aumento del factor de transcripcion Nrf-
2, el cual regula la expresion de genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes,
incremento de PPARGC-1a el cual es un potente inductor de la biogénesis
mitocondrial, disminucidon de creatinina en plasma y BUN, mostr6 una
conservacion de la estructura de las mitocondrias en tubulos proximales, mantiene
homeostasis redox de mitocondria, protege los complejos respiratorios (I y V)
mitocondriales, mitiga la liberacién de calcio por medio de la permeabliidad de la
membrana mitocondrial, la apertura de poros en la membrana mitocondrial se
produce por un estrés oxidativo, causado por especies reactivas de oxigeno
(Negrette-Guzman et al. 2015).

En un modelo de rata en el cual se indujo nefrotoxicidad con tetracloruro
administrando curcumina como concomitante se logré suprimir el incremento de
creatinina y BUN causado por tetracloruro, en histopatologia no presento
infiltracion de células inflamatorias, tubulos y glomérulos se mantuvieron normales,
disminuy6 el numero-de células apoptoticas, elevo el estado antioxidante total,
disminuy6 el estado oxidante total, bajo niveles del metabolito malondialdehido
(MDA), derivado de la cascada de la peroxidacion lipidica de acidos grasos, que
es un marcador de la degradacion oxidativa de la membrana celular (Hismiogullari
et al. 2015).

En un modelo de rata en el cual se produjo nefrotoxicidad con paracetamol, la
curcumina aumenté el indice relativo de peso del rifion, disminuyd niveles de
alanina-aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina,
bilirrubina, urea y creatinina, disminuyd niveles de MDA, aumenté niveles de
glutation reductasa (GSH) y catalasa CAT, en cuanto a histologia la curcumina
logré mantener el glomérulo sano (ElI-Maddawy & El-Sayed 2018).
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2.6 Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-dieno)

La curcuma es una planta perteneciente a la familia de jengibre, es una planta
perenne herbacea rizomatosa. La curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-6-
heptadieno-3,5-diona) es el principal compuesto bioactivo de la curcuma, también
llamado diferuloilmetano, es un polifenol organico encontrado en el rizoma de la
curcuma (Hewlings & Kalman 2017).

La Curcuma longa Linn (curcuma) es una planta perteneciente al sureste de Asia,
India e Indonesia. Pertenece a la familia Zingiberaceae. Es cultivada
principalmente en regiones tropicales y subtropicales. Tradicionalmente en laIndia
y China se ha utilizado la curcuma para fines medicinales, esta planta es muy
popular en el ambito de las hierbas medicinales (Amalraj, Jude, et al. 2017,
Amalraj, Pius, et al. 2017; Gopi et al. 2017). La curcumina se utiliza en la industria
alimenticia como colorante (E100) y se encuentra presente en algunas especias
tales como el curry (Kocher et al. 2015). En el ambito farmacoloégico, la curcumina
cuenta con una gran variedad de actividades biologicas, dentro de sus funciones
biolégicas, la curcumina siendo un antioxidante polifendlico presenta actividad
anti-inflamatoria (Jager et al. 2014).

Los curcuminoides han sido aprobados porla US Food and Drug Administration
(FDA) y clasificados como “Generalmente Reconocido como Seguro” (GRAS por
sus siglas en inglés), mostrando perfiles de tolerabilidad y seguridad aceptables
mediante ensayos clinicos, incluso utilizando dosis en el rango de 4000-8000
mg/dia hasta dosis de 12000 mg/dia en concentracion de 95% de curcuminoides,
demetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina y curcumina (Hewlings & Kalman
2017).

La curcumina actua inhibiendo la expresion de la enzima ciclooxigenasa 2, en
parte a través de la interferencia con la activacion del factor de transcripcion NfkB
(Marczylo et al.2007). La curcumina cuenta con un efecto pleiotrépico, esto es
que modula y regula objetivos multiples, como inhibir factores de transcripcion
proinflamatorios como el activador de la transcripcién 3, NfkB y la Wnt/3 catenina.
Activa. el receptor activado por el proliferador de peroxisoma y la via de
sefializacion Nrf2, dando como resultado una regulacion negativa de interleucina-
6, resistina, leptina y proteina quimiotactica monocitica, ademas de favorecer la
adiponectina. Este efecto pleiotropico justifica la amplia gama de efectos
bioldgicos que se le atribuyen (Stohs et al. 2018).

2.7 Estructura quimica de la curcumina

La curcuma cuenta con distintas estructuras quimicas, todas comparten 2 anillos
metoxibenceno con una cadena insaturada, la curcumina es un tautémero,
presentando forma keto y forma enol (Amalraj, Pius, et al. 2017). La curcumina
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presenta fitoquimicos lipofilicos llamados curcuminoides principalmente de dos
tipos, dimetoxicurcumina (DMC) y bisdimetoxicurcumina (BDMC) (Kocher et al.
2016). La curcuma también contiene aceites esenciales compuestos
principalmente por sesquiterpenos, los cuales proveen aroma a esta especia, los
aceites son a, B y Ar-turmerones (Figura 7) (Amalraj, Pius, et al. 2017).
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Figura 7. Estructuras quimicas de curcumina y curcuminoides. La figura
muestra las estructuras importantes presentes en la curcuma (Amalraj, Pius, et al.
2017).

2.8 Baja biodisponibilidad

La curcumina cuenta con una gran variedad de funciones bioldgicas, sin embargo,
presenta baja biodisponibilidad, debido a los grupos aromaticos que le dan una
hidrofobicidad alta, sus estructuras tautoméricas influencian en la polaridad y la
hidrofobicidad, volviéndolo poco soluble en agua (Gopi et al. 2017). Cuando se
ingiere curcumina via oral, su metabolismo y eliminacion sistémica es rapida. Las
partes que se absorben, metabolitos solubles en agua, glucuronidos y sulfatos. Ya
reducidos los metabolitos de la curcumina, se conjugan con monoglucurénido por
beta-glucunidasa, también el monosulfato por sulfatasa y una mezcla de sulfato-
glucurondsido dando como resultado glucurondsido de curcumina (Figura 8)
(Jager et al. 2014).
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Figura 8. Ruta metabdlica de la curcumina via oral. Descripcion de la via
metabdlica de la curcumina mostrando las enzimas que participan (Jager et al.
2014).

La biodisponibilidad de los curcuminoides también depende de la actividad de las
proteinas de transporte en la-membrana luminal de enterocitos, encargados de
mover los conjugados en la luz intestinal, la mayor parte se elimina en heces sin
cambio alguno (Kocher et al. 2015).

2.9 Técnicas para mejorar biodisponibilidad

Debido a la baja biodisponibilidad atribuida a su hidrofobicidad, se han realizado
numerosos estudios en los cuales se han podido incrementar la biodisponibilidad
de la curcumina utilizando distintos adyuvantes (Antony et al. 2009). Se han
probado distintos tipos de adyuvantes que han tenido resultados favorables, tal es
el caso.de la fibra dietética soluble en la cual se le impregné curcumina, fue una
fibra de galactomanano soluble en fibra formadora y no digerible extensa, derivada
de la fenogreco de especias, fue probada en humanos y en ratas, dando
resultados positivos, obteniendo hasta 20 veces mas absorcidn en comparacion
con la curcumina nativa (Anand et al. 2007; Krishnakumar et al. 2012).

En un estudio realizado en humanos sanos, se les administré6 una formulacion
lipidica (LF) de curcumina (CRM) (CRM-LF). CRM-LF consistia en, CRM (6.17% p
/ p), Gelucire® 44/14 (16.46% p / p), Labrasol (5.76% p / p), Vitamina E TPGS
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(3.29% p / p), PEG 400 (P / p), etanol (8.23% p / p), acido citrico anhidro (2.88% p
/ p) y HPMC E5 (1.64% p / p), no midieron biodisponibilidad, sin embargo, vieron
que hubo una mayor acumulacion en tejidos en lugar de plasma, lo cual sefiala
que la velocidad de excrecidn de curcumina baja por lo tanto se mantiene mas
tiempo en el cuerpo (Pawar et al. 2012).

En otro estudio realizado en humanos se compard la curcumina micronizada
contra la curcumina micelar dando resultados positivos para los dos casos, sin
embargo, la curcumina micronizada fue 14 veces mejor, en comparacion con la
curcumina micelar que fue 277 veces mas biodisponible en comparacion con la
curcumina nativa (Schiborr et al. 2014).

En un estudio en el cual se comparo la reformulacion de curcumina micelar la cual
fue disefada por AQUANOVA, se obtuvo un resultado de hasta 88 veces mas
biodisponibilidad en comparacion con la curcumina nativa, siendo consistente con
estudios previos en el cual se utilizan micelas de curcumina (Kocher et al. 2016).

En otro estudio realizado en humanos se utilizé una formulacion micromicelar de
gota liquida de curcumina, dando como resultado de 522 veces mejor en contraste
de la curcumina nativa, la cual sigue siendo congruente con estudios previos
(Stohs et al. 2018).

2.10 Biodisponibilidad de curcumina en humanos

La curcumina presenta un gran numero de actividades benéficas bioldgicas.
Presenta  mecanismos  antioxidantes, antiinflamatorios, proapoptéticos,
inmunomoduladores y antiangiogénicos asi como prevencion de disfuncion
mitocondrial. Sin embargo, debido a su baja biodisponibilidad, es dificil aplicar esta
molécula en el ambito clinico. La biotransformacién de la curcumina ocurre
predominantemente en el higado, pasando de curcumina a dihidrocurcumina vy
tetrahidrocurcumina,  dichos  metabolitos pasan a ser conjugados
monoglucoronidados. Las concentraciones en sangre de curcumina son bajas y
distribucion de tejido es limitada después de administracion oral de la misma,
debido a su rapido recambio metabdlico en pared intestinal e higado. Las
concentraciones maximas en plasma de curcumina se mantienen bajas, incluso
cuando se administran dosis de hasta 10g a 12g de curcumina, manteniendo
rangos menores de 160nmol/L (Schiborr et al. 2014).

En un estudio el cual compara formulaciones de dos productos, la formulacion es
un producto llamado “Curcu-Gel ultra” la cual es una formulacion volatil de aceite y
fosfolipidos y la segunda formulacion es de un producto llamado “Doctor’s Best
Curcumin Phytosome”. En sus resultados reportan una mayor absorcidén por parte
de la formulacion de matriz de curcuma totalmente natural de Aurea Biolabs, en
comparacion del producto Curcu Gel Ultra tuvo una absorcion 6 veces mayor y en
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comparacion con el producto Doctor's Best Curcumin Phytosome tuvo una
absorcion 5 veces mayor (Gopi et al. 2017).

2.11 Efectos adversos en humanos al consumir curcumina micronizada, en
micelas y nativa

En estudios efectuados en pacientes sanos se registraron algunos efectos
adversos al administrar curcumina micronizada, nativa y curcumina en micelas.
Algunos de los voluntarios presentaron efectos secundarios al ingerir la curcumina
nativa, tales como: flatulencia (1 hombre), dolor de estbmago (1 hombre), heces
amarillentas (1 hombre). Para la curcumina micronizada: diarrea amarillenta (1
mujer), heces amarillentas (1 hombre y 1 mujer), aumento de volumen de heces (1
mujer). Para curcumina en micelas: nauseas leves (7 mujeres y 3 hombres),
vomitos (1 mujer), fatiga leve (1 mujer), dolor de cabeza leve (1 mujer), dolor
estdmago leve (1 mujer), regurgitacion incidental (1 mujer) (Schiborr et al. 2014).

2.12 Diferencia de absorcion de curcumina entre sexos

Las mujeres presentan mayor cantidad de curcumina en plasma que los hombres,
esto se le adjudica a la mayor actividad y expresion de la glicoproteina P (MDR1,
multi-resistant protein) del transportador de eflujo hepatico e isoformas de la
glucuronosiltransferasas y sulfotransferasas involucradas en la biotransformacién
de curcumina. Otros factores son la grasa corporal, volumen sanguineo y peso
corporal, en mujeres estos parametros son menores, por lo tanto hay menor
volumen de distribucion (Moreillon et al. 2013; Schiborr et al. 2014).
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3. JUSTIFICACION

El presente trabajo se justifica con la finalidad de aportar nuevos datos de
investigacion respecto a la enfermedad renal cronica y el uso de biomoléculas
derivadas de plantas como tratamiento complementario al tratamiento médico, lo
anterior con base en conocimiento preexistente, el fin de este proyecto es el crear
un tratamiento que pueda detener el avance crénico degenerativo de la
enfermedad. Asi, denotando las cifras mas contundentes dentro de la
documentacion bibliografica, se expone que es una patologia presente en el 10 %
de la poblacion mundial (OMS, Organizacion Munidal de la Salud y OPS-2015). En
este mismo escenario se figura que la mitad de enfermos crénicos dentro del
estimado de 140,000 pacientes con enfermedad crénica avanzada, no tienen
acceso a un tratamiento adecuado (FMR 2015). Esta atencion propicia estar
directamente relacionada con el nivel socioecondmico de los pacientes, es decir,
las posibilidades y condiciones de los mismos son un impedimento para recibir las
atenciones adecuadas, esto es debido a que en la Carta de Derechos vy
Obligaciones del Seguro Popular del 2017 para el estado de Querétaro, no cubre
la enfermedad renal cronica. En consecuencia, todos aquellos ciudadanos de
México de bajos recursos que requieren atencién medica, la adquieran a costa de
la pérdida de su patrimonio. Esta patologia por tanto, se ubica catalogada como
enfermedad catastrofica, representando mas de un tercio del salario que reciben
las personas (Consejo Salubridad General 2017). Agregando aun mas desventaja,
es un padecimiento progresivo, irreversible y silencioso (OMS, Organizacion
Munidal de la Salud y OPS 2015). Asi también, la justificacion de esta
investigacion es brindar una utilidad al sector social afectado con el fin de construir
conocimiento y contribuir de forma positiva a la afectacién del problema latente por
medio de una alternativa viable, para poder detener el avance croénico
degenerativo de la enfermedad renal crénica. La solucion se sustenta en el
incremento de la actividad nefroprotectora de la curcumina, por medio del
incremento de su biodisponibilidad, mediante la utilizacion de nanoparticulas de
oro con curcumina siendo en un futuro proximo, de beneficio para el sector salud y
la sociedad civil.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El efecto nefroprotector de la curcumina se incrementara mediante el uso de
nanocompositos de nanoparticulas de oro con curcumina en un modelo murino de
nefrotoxicidad inducido por gentamicina?

5. HIPOTESIS

El efecto nefroprotector de la curcumina se incrementara significativamente
mediante el uso de nanocompositos de nanoparticulas de oro con curcumina, en
un modelo murino de nefrotoxicidad inducido por gentamicina.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General
Evaluar la actividad nefroprotectora de la curcumina acoplada a
nanoparticulas de oro, en un-modelo murino de nefrotoxicidad inducido por
gentamicina.

6.2 Objetivos especificos
6.2.1 Sintetizar, estandarizar y caracterizar nanoparticulas de oro con
curcumina.

6.2.2. Determinar la Dosis Letal 50 del nanocomposito de nanoparticulas
de oro con curcumina.

6.2.3 Implementar modelo de nefrotoxicidad con gentamicina en modelo
murino.

6.2.4 Evaluar el efecto nefroprotector ejercido por el composito de
particulas de oro con curcumina mediante la medicion de
biomarcadores de funcion renal séricos.

6.2.5 Evaluar el efecto nefroprotector ejercido por el composito de
particulas de oro con curcumina a nivel tisular mediante estudios de
histopatologia.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Equipos
* Espectrofotometro nanodrop ND-1000.
* Beckman Coulter Microfuge 22R Centrifuger.
* Microscopio confocal Zeiss LSM 700.

7.2 Material

*  Termodmetro.

* Aguja BD Vacutainer Push Button.

* Tubos BD Microtainer con K2EDTA.
» Jeringas Plastipak.

* Bisturies.

7.3 Reactivos

* Curcumina Sigma-Aldrich

* Carboximetilcelulosa Acofarma

* Acido tetracloroaurico Sigma-Aldrich

» C(Citrato de sodio Foodchem

* Kit para creatinina Labassay

* Kit para BUN Linear Chemicals

* Hematoxilina y Eosina PanReac AppliChem
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7.4 Animales

Para el manejo, almacenamiento y eutanasia de los animales se realizé con a las
apego a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” con el numero de dictamen de bioética CBQ/029. Se utilizaron ratas
wistar macho, obtenidas del instituto de Neurobiologia de la UNAM Juriquilla, con
un peso inicial entre 280-320g. lluminacion con ciclos de luz/oscuridad de 42h
cada uno. Los animales tuvieron agua y comida ad libitum. La temperatura fue
controlada a 23 £ 2° C. Los animales se mantuvieron alojados en bioterio (UNAM,
Juriquilla, Querétaro, Qro). Las dimensiones de los cuartos de bioterio fueron de 5
x 5 m? Se resguardaron 3 ratas por caja. Las cajas utilizadas fueron de
acrilico/plastico transparente estandar, teniendo un total de 25 ratas. Las
frecuencias mediante las cuales se cambié cama y agua fue de 2-3 veces por
semana. Las dimensiones de la caja en las cuales se resguardaron los animales,
fue de 32 x 47 x 20 cm. El aislamiento sonoro fue por medio de cuartos aislados
de bioterio. Se utilizaron procedimientos de bioseguridad ocupacional mediante el
uso de equipo de proteccion personal como guantes y lentes de seguridad.

7.5 Métodos
7.5.1 Sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina

Para la sintesis de nanoparticulas de oro, se implent6 el método Turkevich, el cual
se basd en la utilizacion del acido cloroaurico (HAuCls) y citrato de sodio . Se
utiliza como agente reductor el citrato de sodio, el cual va a reducir Au** a Au’,
ademas de actuar como agente estabilizante mediante la siguiente reaccion:

BAUCI;"+ CeHgO7 + 5H,0 <-> 6CO, + 24CI + 6AU° + 18H"

Este método dio como resultado la creacion de nanoparticulas de oro. El acido
cloroaurico se coloco (45.4 mL) a una temperatura aproximada de 150 °C con un
agitador. magnético, justo antes de hervir, se anadié citrato de sodio 34 mM
(4.6mL) en una proporcion de 10:1, con agitacién y temperatura constantes hasta
un-cambio en la coloracién de negro a rojo, aproximadamente 5-10 minutos,
cuando se obtuvo ese cambio de color, se detuvo la reaccion. Para la sintesis
verde de nanoparticulas de oro y curcumina, se colocd acido cloroaurico a
temperatura ambiente, agitador magnético, se anadidé curcumina 200 mM y se
mantuvo el agitador durante 24 horas hasta un cambio de coloracion. Las
variables fueron pH, temperatura, concentracibn de curcumina y acido
tetracloroaurico y tiempo de agitacion. (Kimling et al. 2006; Cardoso 2011,
Wauithschick et al. 2015).
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7.5.2 Determinacion de LDso de las nanoparticulas de oro con curcumina

Se utilizaron 3 grupos de ensayo preliminares, cada uno con 3 ratones CD-1. Se
utilizaron dosis de 40, 75, 100 mg/kg respectivamente de nanocomposito de
nanoparticulas de oro con curcumina por medio de inyeccion intraperitoneal (i.p.).
Las dosis fueron designadas de acuerdo a la toxicidad reportada (Singh et al.
2013; Fadel et al. 2018; Hoshikawa et al. 2018; Inostroza-Riquelme et al. 2018;
Rahimi-Moghaddam et al. 2018). Al final de los ensayos preliminares se asigné un
grupo final definitivo de 10 ratones y se inyecto i.p. una dosis 3 veces mayor a
180mg/kg la utilizada en el ensayo in vivo (60mg/kg), sin mostrar letalidad en
ninguno de los ratones.

7.5.3 Induccién de nefrotoxicidad con gentamicina

Para inducir nefrotoxicidad se utiliz6 el modelo murino de gentamicina, en el cual
se le administré via intraperitoneal a cada la rata una cantidad de 80 mg/Kg/ por 7
dias (Erdem et al. 2000; El-Zawahry & EI Kheir 2007; Negrette-Guzman et al.
2015; Sodimbaku et al. 2016; Apaydin Yildirim et al. 2017; Heidarian et al. 2017,
Mahmoud 2017; Karaman et al. 2018; Al Suleimani et al. 2018; Sun et al. 2018).

7.5.4 Biomarcadores renales séricos

En el octavo y decimoquinto dia de tratamiento, las ratas se sacrificaron con
guillotina. La sangre se extrajo directamente de las cardétidas, el plasma se separd
(4000 rpm durante 20 min) y se almacen¢ a -20 °C hasta su posterior analisis.

Para determinar creatinina en sangre, se baso en la reaccion de la creatinina con
el picrato. Dicho analito reacciona con el picrato alcalino formando un complejo
rojizo.

Los reactivos utilizados fueron el acido picrico (17.5 mmol/L), hidroxido de sodio
(0.29 mol/L) y un patrén primario acuoso de creatinina (2 mg/dL).

Para preparar los reactivos se mezclaron volumenes iguales de acido picrico e
hidréxido de sodio. Para el procedimiento:
1. Preparar las condiciones iniciales, la longitud a la cual se leyo6 el ensayo fue
de 492nm, cubeta de 1cm y una temperatura de 37°C/15-25°C.
2.  Se ajusto el espectrofotometro a cero frente al blanco del reactivo.
3. Para la cubeta fue necesario pipetear de la siguiente manera:

Blanco Patrén Muestra
Mezcla de 1.0 1.0 1.0
reactivos  (Acido
picrico e hidroxido
de sodio)
Patron (micro L) - 100 -
Muestra (microL) -- -- 100
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4. Se mezcléo A; (blanco) y dejo durante 30 segundos para proceder a la
lectura de absorbencia, después de 90 segundos A; (muestra) de la adicidon
de la muestra.

5. Se mezclé A4 (blanco) durante 30 segundos para proceder a la lectura de
absorbencia, después de 90 segundos A (patrén) de la adicion.

6. Se calcul6 la diferencia de A = Az - A4.

7. Se calculd: mg/dL de creatinina = (diferencia de A (muestra) / diferencia de
A (patrén) ) * 2 (concentracion patrén) (Perazzi & Angerosa 2011).

Para determinar urea en sangre, se utilizd el método enzimatico de la ureasa, los
reactivos utilizados son el buffer que contiene TRIS(hidroximetil) aminometano pH
7.8 mmol/L, alfa-cetoglutarato 6mmol/L, ureasa 75000 U/L y el otro reactivo, que
contiene las enzimas glutamato deshidrogenasa (GLDH) 60000 U/L vy
dinoclueotido de nicotinamida adenina (NADH) 0.32 mmol/L:
1. Se utilizé la ureasa para catalizar la hidrdlisis de urea en la muestra, dando
como resultado amoniaco (NH,") y diéxido de carbono (CO,).
2. Los iones formados de amonio se incorparon. al alfa-cetoglutarato por
accion de GLDH, teniendo una oxidacion paralela de NADH a NAD*, como
se muestra en la siguiente reaccion:

Urea + H,O ureasa 2NH;" + CO;

NH.* + salicilato + NaCIO Fi?roprusiato indofenol

Figura 9. Reacciones enzimaticas para cuantificar urea sérica. Se muestran
reacciones de ureasa y nitroprusiato (BioSystems, 2006)

3. Por lo tanto, la concentracion de NADH en el medio es directamente
proporcional a la concentracion de urea de la muestra ensayada.

4. Se leyo absorbencia a 600nm.

5. Se calculé urea a partir de la siguiente formula general: (A muestra/A
patrén)* C_patron * factor dilucion muestra= C  muestra.

7.5.5 Administracion de curcumina

Se administré curcumina nativa disuelta en una solucién de solucion fisidlogica
con dimetil sulféxido al 5%, por medio de inyeccion intraperitoneal a una dosis de
20mg/kg. Para las nanoparticulas de oro con curcumina, se administraron en una
solucion fisiologica con dimetil sulféxido al 5% a una dosis de 20mg/kg mediante
inyeccion intraperitoneal (Ali ef al., 2017; Singh et al., 2013).

7.5.6 Estudios histopatolégicos

Posterior al sacrifio se extrajo un rifidon y se colocé en formol. Posteriormente se
procedio a la tincién con hematoxilina-eosina.
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1. Se fij6 en formol.

2. Se incluyé en parafina.

3. Se retiraron los restos de parafina con disolvente xileno.

4. Se hidrat6 la muestra con alcoholes a distintas concentraciones 100°, 96° y
70°.

5. Se tifid con hematoxilina.

6. Se diferencio retirando el exceso de hematoxilina con alcohol.

7. Se tifid el citoplasma con eosina.

8. Se deshidrat6 retirando agua del tejido.

9. El aclarado se hizo con xileno limpiando los tejidos de alcohol.

10.Se montd después de haber pasado la muestra por el disolvente para retirar
alcoholes (Torres et al. 2011).

7.6 Diseno Experimental

Las ratas fueron distribuidas de manera aleatoria en nueve grupos (n=6), para los
primeros ocho grupos el tratamiento fue por siete dias y para el grupo nueve fue
por catorce dias, a continuacion se describen los grupos:

Grupo Descripcidn (el tratamiento se administré de manera intraperitoneal

experimental —1.P.)

Grupo 1: Grupo control (CT-) fue inyectado con soluciéon salina con
dimetilsulféxido (DMSO) al 5% de manera intraperitoneal (1.P.).

Grupo 2: Se inyectaron con curcumina nativa (Cur) I.P. en una solucion de
carboximetil celulosaal 1%, a una dosis de 200mg/kg

Grupo 3: Se inyectaron nanoparticulas de oro (AuNP) I.P. en una solucion
con DMSO al 5% a una dosis de 20mg/kg.

Grupo 4: Se inyectaron nanoparticulas de oro con curcumina (AuNP-Cur)
|.P. con DMSO al 5% a una dosis de 20mg/kg.

Grupo 5: Control positivo (CT+), se inyecté una dosis de 100mg/kg de
gentamicina (GM) I.P.

Grupo 6: GM (100mg/kg) y cur (200mg/kg) se inyectaron |.P. de manera

concomitante, contralateralmente, de manera independiente e
inmediatamente una inyeccion después de otra.

Grupo 7: GM (100mg/kg) y AuNP (20mg/kg) se inyectaron |.P. de manera
concomitante, contralateralmente, de manera independiente e
inmediatamente una inyeccion después de otra.

Grupo 8: GM (100mg/kg) y AuNP-Cur (20mg/kg) se inyectaron I.P. de
manera  concomitante, contralateralmente, de manera
independiente e inmediatamente una inyeccién después de otra.

Grupo 9: AuNP-Cur (20mg/kg) se inyectaron |.P. por 7 dias, en el dia 8 GM
(100mg/kg) and AuNP-Cur (20mg/kg) se inyectaron I.P. de manera
concomitante por 7 dias mas.
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7.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se realiz6 un ANOVA seguido de una
prueba post hoc Tukey. Se considerd significativo un valor de P<0.05 (Badreldin.
et al. 2017; Fadel et al. 2018).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina.

La reduccion del acido tetracloroaurico, pasando de una valencia de tres a cero,
con la curcumina como agente reductor, da como resultado nanoparticulas de oro
con curcumina, cuyas soluciones coloidales tienen la capacidad de absorber
ciertas frecuencias de luz, las frecuencias que no pudieron ser absorbidas se
transmiten y se asocian a un cierto color, por lo que se puede observar un cambio
de coloracion en las soluciones (figura 10). Se utilizaron distintas concentraciones
de curcumina para poder sintetizar las nanoparticulas de oro, como se observa en
la imagen, todas las soluciones tuvieron un cambio de coloracion, esto se debe a
que las nanoparticulas metalicas, contienen electrones libres en la banda de
conduccion, éstos al estar con contacto con la luz, se produce una oscilacion
coherente deslocalizada de los ‘mismos en la superficie, esta excitacion
electromagnética se llama polariton del plasmon de superficie, el polaritdn es una
cuasi-particula hibrida resultante del fuerte acoplamiento entre la luz y los
electrones libres en la superficie de una nanoparticula, este polariton le da la
capacidad de absorber determinadas frecuencias de luz incidente y transmitir las
frecuencias no absorbidas que se asocian a un determinado color. El color rojo se
asocia a picos de espectros de longitudes de onda largos (hasta A = 600 nm).
(Kimling et al. 2006; Freitas de Freitas et al. 2018; Vijayakumar et al. 2018; Mihai
et al. 2019).
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Imagenes de viraje de color de las nanoparticulas de oro.

Figura 10. La imagen muestra un cambio de coloracion por parte del agente
reductor curcumina a una concentracion de 100, 200 y 300 micro molar.

Caracterizacion por Ultravioleta Visibible de nanoparticulas de oro con
curcumina.

La primera caracterizacion del nanocomposito fue por medio de
espectrofotometria en el rango de ultravioleta visible. Cuando el haz de luz del
equipo incide sobre la ‘muestra, provoca una excitacién de los electrones libres
presentes en la banda de conduccion de la superficie de las nanoparticulas, lo que
da como resultado una oscilacion deslocalizada de los electrones; este tipo de
excitacidon electromagnética provoca un polariton del plasmon de superficie
resultante del acoplamiento entre la luz y los electrones libres. Existe un fenémeno
llamado plasmon de superficie, el cual ocurre cuando se produce este
acoplamiento entre la oscilacion del polariton y la frecuencia de la onda incidente
de luz. Al utilizar el ultravioleta visible se espera ver una absorbencia clasica del
plasmon superficial del oro a 520nm, sintetizada por el método Turkevich, como se
muestra en la figura 11; este método estda dado por la reduccién del acido
tetracloroaurico, utilizando como agente reductor el citrato de sodio, pasando de
una valencia 3+ a 0 (Kimling et al. 2006; Yeh et al. 2012; Cornejo 2015;
Wauithschick et al. 2015; Alagad & Saleh 2016; Freitas de Freitas et al. 2018).
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Ultravioleta-Visible de nanoparticulas de oro por el método Turkevich.
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Figura 11. Imagen sobre el espectro de UV-Vis de nanoparticulas de oro por el
método Turkevich.

La sintesis de nanoparticulas de oro con curcumina por el método verde se
confirmé mediante espectrofotometria en el rango de UV-Vis como se muestra en
la figura 12. El pico maximo de plasmén superficial se deslizd hacia la derecha
cambiando de 520nm por el método Turkevich, a un pico maximo de plasmén
superficial de una longitud de onda de 596 nm. Se dice método verde al proceso
de sintetizar nanoparticulas, utilizando como agente reductor la molécula o el
extracto de la planta con la cual se desea crear el nanocomposito; este tipo de
meétodo de sintesis tiene como ventajas el utilizar un menor gasto energético,
menor tiempo en sintesis, menor cantidad de reactivos y tienen una mayor
biocompatibilidad las nanoparticulas. Otra de las ventajas presentadas por el
método verde en comparacion con el método quimico o Turkevich, es el proceso
de sintesis, que se reduce a un sélo paso, ésto es, por el método quimico primero
se sintetizan las nanoparticulas, después se elige algun reactivo para utilizarlo
como puente para poder anclar la molécula de interés, en el caso de Hoshikawa y
colaboradores, utilizaron acido mercaptoundecanoico como armazon para
posteriormente acoplar ciclodextrinas (a, 3, y) con la curcumina en su interior, esto
debido a su capacidad anfipatica de las ciclodextrinas (Hoshikawa et al. 2018). Por
el método verde, al utilizar la molécula deseada como agente reductor se
sintetizan las nanoparticulas y en el mismo paso queda la molécula con sus
grupos funcionales en la nanoparticula (Liu et al. 2019). Se han sintetizado
nanoparticulas de oro por el método quimico en un modelo de inflamacion
inducido por lipopolisacaridos en ratas, se sintetizaron nanoparticulas de oro por el
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meétodo quimico, posteriormente y se utilizd polietilenglicol para poder anclar la
curcumina junto con otro compuesto polifendlico, extraido de la raiz de kudzu,
llamado puerarin, sin embargo el método verde no es tan comun en los estudios
(Singh et al. 2013). En la figura 12 se muestra el pico maximo de resonancia de
plasmon superficial deslizado por lo ya descrito, ésto debido a que la curcumina
actué como agente reductor. (Manju & Sreenivasan 2012; Fadel et al. 2018;
Hoshikawa et al. 2018; Inostroza-Riquelme et al. 2018; Rahimi-Moghaddam et al.
2018; Singh et al. 2018; Liu et al. 2019).

Ultravioleta-Visible de nanocomposito de nanoparticulas de oro con curcumina por
el método verde.
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Figura 12. Imagen sobre el espectro de UV-Vis de nanocompositos de
nanoparticulas de oro con curcumina sintetizados por el método verde.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro con curcumina por Microscopio
Electrénico de Transmision.

Las nanoparticulas de oro obtenidas por el método turkevich se analizaron
utilizando. microscopio electronico de transmision; la figura 13 muestra distintas
caracteristicas esperadas de las nanoparticulas de oro por método Turkevich
como tamafio entre 12 a 20 nm, formas isotropicas, sin aglomeraciones y buena
dispersion. El tamano estan dentro de los rangos ya descritos por otros autores
(Connor et al. 2005; Kimling et al. 2006; Wuithschick et al. 2015), es preciso
mencionar que los tamafnos de las nanoparticulas estan directamente relacionados
con la concentracion de las sales de oro (Singh et al. 2013; Alagad & Saleh 2016;
Reshi et al. 2017; Freitas de Freitas et al. 2018; Hoshikawa et al. 2018).
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Imagen de nanoparticulas de oro por el método Turkevich por Microscopio
Electronico de Transmision (TEM).
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Figura 13. Micrografia Electronica de Transmision de nanoparticulas de oro
obtenidas por el método Turkevich. Las barras rojas sefialan el diametro de las
nanoparticulas.

Los nanocompositos de nanoparticulas de oro con curcumina obtenidos por el
meétodo verde se analizaron utilizando microscopio electronico de transmision; la
figura 14 muestra distintas caracteristicas esperadas para poder ser utilizadas en
modelos in vivo como: tamafio uniforme y formas isotrépicas, se espera ver formas
esféricas, tener una buena dispersion de los compositos, sin aglomeraciones. Las
formas  esféricas estan relacionadas con la superficie de contacto, esta
caracteristica le da un mejor acceso a las células. Estos tamafios en general se
buscaron debido a las fenestras del rifion, la arteriola aferente le otorga una
presion mayor al glomérulo para que pueda ocurrir la ultrafiltracion, y si las
nanoparticulas se encuentran de un tamafio mayor a las fenestras del rindbn puede
ocurrir una glomérulonefritis, las fenestras del riidn son de aproximadamente
20nm por lo tanto si estos tamafios son menores no impiden el paso y por ende
hay menor riesgo de inflamacion (Singh et al. 2013; Guyton & Hall 2016). En este
caso las formas y los tamafos de las nanoparticulas estuvieron directamente
relacionados a la concentracion de la solucién de curcumina utilizada y el tiempo
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de agitacion (Adlia et al. 2018; Alibolandi et al. 2018; El-Maddawy & El-Sayed
2018; Hoshikawa et al. 2018; Rahimi-Moghaddam et al. 2018; Singh et al. 2018;
Liu et al. 2019).

Imagen del composito de nanoparticulas de oro con curcumina por el método
verde por Microscopio Electronico de Transmision (TEM).
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Figura 14. Micrografia Electronica de Transmision de nanoparticulas de oro
obtenidas por el método verde. Las barras rojas sefialan el diametro de las
nanoparticulas.

Caracterizacién de nanoparticulas de oro con curcumina por espectroscopia
Infrarroja por Transformadas de Fourier.

Se analizaron las nanoparticulas de oro por espectroscopia de infrarrojo, los
espectros del citrato de sodio y Turkevich, dentro del espectro en trazo azul se
encuentran bandas caracteristicas en una onda de 3463 cm™, la cual es
caracteristica de los alcoholes (3500-3200 cm™), y una banda caracteristica en las
regiones de 1600 representativas del carbonilo presente en la estructura del citrato
de sodio. El espectro en trazo naranja muestra bandas caracteristicas en la region
cercana a los metilos y metilenos (2984 cm™), la banda del alcohol caracteristico
desaparece en las nanoparticulas de oro por el método Turkevich, debido a que el
alcohol se oxida y ocurre una descarboxilacién, dando lugar a que los metilos y
metilenos puedan vibrar de una manera mas libre, que en contraste con el primer
espectro, los grupos vecinos imposibilitaban la vibracion de los demas mostrando
una banda mas ancha. Esto se sustenta en el fundamento basico de la absorcion
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de la radiacion infrarroja por las moléculas, cuando el haz de luz infrarroja es
absorbido por las moléculas provoca una transicion vibracional de la molécula,
dicho de otra manera, la molécula comienza a vibrar debido a la energia

suministrada por la energia infrarroja (Skoog et al. 2001; Vergara-Castaneda et al.
2019).

Infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) del método Turkevich.
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Figura 15. Espectros Infrarrojo por transformadas de Fourier de citrato de sodio y
nanoparticulas de oro obtenidas por el método Turkevich.

Se analizé la curcumina 'y el nanocomposito de nanoparticulas de oro con
curcuminapor espectroscopia infrarroja; la figura 16 muestra los espectros de
curcumina y nanoparticulas de oro por el método verde. Las bandas
caracteristicas de la curcumina se muestran en la banda de 3515, la cual se
encuentra en la zona de los alcoholes, la siguiente banda se muestra en la zona
de los alquenos lo cual va en concordancia con la molécula de la curcumina, por
ultimo se muestra la banda del carbonilo de la estructura de la curcumina. En el
siguiente espectro no alcanza a ser tan visible la banda de los alcoholes, ya que
los -alcoholes son los que provocan esta reduccion (Vergara-Castaneda et al.
2019), sin embargo sigue siendo constante la banda de los alquenos y la banda

del carbonilo de la curcumina (Fadel et al. 2018; Huang et al. 2018; Nguyen et al.
2018).
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Infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) del método verde.
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Figura 16. Espectros Infrarrojo por transformadas de Fourier de curcumina y
nanoparticulas de oro obtenidas por el método verde.

Resultados en la concentracion de niveles de urea séricos de los
tratamientos.

Los efecto de los tratamientos sobre las concentraciones séricas de urea se
muestran en la figura 17, el primer grupo muestra el grupo control (CONTROL +
DMSO) en el cual sélo se utilizdé DMSO al 5% en solucion salina el cual muestra
parametros normales de urea con una media de 51mg/dL, siendo los parametros
normales en rata de 31.6-52.6 mg/dL (Leon Goii et al. 2011; Rivadeneyra-
Dominguez et al. 2018). La principal fuente de la urea es la proteina obtenida de la
dieta, se sintetiza en el higado. El hepatocito desamina y transamina
enzimaticamente los.aminoacidos. El exceso de nitrégeno resultante ingresa al
ciclo de la urea. Si llegan a existir restos que no se absorbieron por el intestino ni
por la urea reciclada, las bacterias lo convierten en amoniaco, éste se difunde a
través de la circulacidn portal hacia el higado para poder regresar al ciclo de la
urea; ésta se distribuye en el agua corporal y es excretrada por el rindn mediante
filtracion glomerular, se excreta mediante orina a velocidades de flujo volumétrico
mayores a 2 mL/min, existe una reabsorcion de aproximadamente 40% de la
carga filtrada con este flujo volumétrico, sin embargo a flujos volumétricos
menores, la reabsorcidn puede llegar a ser de aproximadamente 60%, lo anterior
sucede por una obstruccion en el tracto urinario, dando lugar a mayor tiempo de
reabsorcion por parte de la hormona antidiurética, aumentando la permeabilidad
del tubulo colector terminal de la urea, ocurre una antidiuresis inducida por la
hormona antidiurética aumentando la concentracién intratubular de urea, posterior
al aumento de concentracién, la acumulacion de urea en la médula interna es
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critica para el proceso de concentracion urinaria. Otros motivos por los cuales
aumenta la reabsorcion, es debido al aumento de contraccion dando mayor
volumen, una reduccién del flujo plasmatico renal debido a una insuficiencia
cardiaca congestiva y al mismo tiempo una filtracion glomerular disminuida
(Walker et al. 1990; Repetto 2014; Guyton & Hall 2016).

El siguiente grupo es el grupo de gentamicina (+GM) mostrando elevacién de
niveles de concentracion sérica de urea hasta 210 mg/dL. La gentamicina ejerce
su efecto nefrotoxico por medio de necrosis tubular, se acumula preferentemente
en los tubulos contorneados proximales, esto ocurre debido a que el farmaco se
une a los fosfolipidos que se encuentran cargados negativamente por-medio de
unidn cationica. La manera en la que ingresa a la célula es por medio de
endocitosis acumulandose en los lisosomas posterior a la acumulacion, es la
ruptura de los lisosomas sobrecargados, causando liberacion de las enzimas
lisosdmicas y la gentamicina en el citosol. Las catepsinas y las proteasas causan
protedlisis que causa lesion de otros organelos. Dentro de los organelos danados
se encuentra la mitocondria, al causar deterioro de la misma, causa produccion de
radicales libres y deterioro en la produccién de ATP, por lo tanto, causa un modo
de necrotico de muerte celular. Ademas de que la gentamicina forma un complejo
hierro-gentamicina al quelarlo, éste es un potente catalizador de generacion de
radicales libres. Al tener radicales libres causados por el deterioro de mitocondria y
el complejo hierro-gentamicina, éstos actuan sobre los componentes celulares, lo
destruyen y conducen a una necrosis celular (Mahmoud, 2017). El estrés oxidativo
generado por la gentamicina promueve el factor de transcripcion NF-kB, se disocia
del complejo NF-kB-IkB, se transloca al nucleo para posteriormente activar la
transcripcion de los genes diana como iNOs, IL-6, TNF-a y COX-2 (Vysakh et al.
2018). Al causar dafio renal de esta indole, comienza la muerte de las nefronas,
que no cuentan con la capacidad de regenerarse. Al provocar esta muerte, los
rinones pierden la capacidad de filtrar la sangre, eliminar los residuos filtrados y al
mismo tiempo mantener un control hidrico, bajando las cantidades de orina en el
organismo y acumulacion de biomarcadores de funcion renal en el suero (Guyton
& Hall 2016).

El siguiente grupo fue el de curcumina nativa concomitante con gentamicina
(+GM+CUR) mostrando niveles altos de urea 150mg/dL, sin llegar a los mismos
niveles del grupo del control positivo (dafio nefrotoxico), lo anterior va de acuerdo
con Negrette y colaboradores quienes utilizaron un modelo de gentamicina a la
misma dosis, lograron obtener una reduccion de este biomarcador de 37%, dando
como explicacion una proteccion por parte de la curcumina en la mitocondria por la
via de Nrf2 (Negrette-Guzman et al. 2015). Ademas en otro estudio realizado por
He y colaboradores se utilizé6 el mismo modelo de gentamicina, sin embargo, en
este estudio, la curcumina utilizada logré6 mantener los niveles normales de este
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biomarcador, ademas de proponer la misma via de senalizacion de Nrf2 (He et al.
2015). Otros mecanismos descritos para la proteccion por parte de la curcumina
es que estabiliza a la membrana cambiando las caracteristicas de union catidnica,
inhibe la produccion de especies reactivas de oxigeno y la entrada de Calcio
(Ca®), esto se ha descrito como una inhibicién de la curcumina al canal de Ca?*
sensible al inositol-trifosfato, rompe acoplamiento del almacén del calcio, inhibe
factores de transcripcion proinflamatorios como el activador de la transcripcion 3,
NfkB y la Wnt/B catenina. El receptor es activado por el proliferador de peroxisoma
y la via de sefializaciéon Nrf2, dando como resultado una regulacién negativa de
interleucina-6, resistina, leptina y proteina quimiotactica monocitica (El-Zawahry &
El Kheir 2007; Gopi et al. 2017; Kunnumakkara et al. 2017; EI-Maddawy & ElI-
Sayed 2018).

El siguiente grupo es el de nanoparticulas de oro por el método turkevich
concomitante con gentamicina (+GM+AuNP), mostrando también niveles altos de
urea en 105mg/dL. Los efectos tanto de urea como de creatinina restaurados por
las nanoparticulas de oro per se puede deberse al efecto antioxidante otorgado
por las mismas, estudios previos ya habian demostrado en ratones con estrés
oxidativo el efecto de las nanoparticulas de oro. De acuerdo a BarathManiKanth y
colaboradores, se sugieren que el efecto antioxidante de las nanoparticulas de oro
se da por la estimulacidén de la actividad de glutation, lo anterior lo probaron en
modelo de ratones diabéticos, ademas de exhibir un efecto inhibitorio en la
actividad de NF-kB (Barathmanikanth et al. 2010), ademas de no mostrar efecto
nefrotoxico, aunque la uremia no-disminuye al nivel del control sano (Connor et al.
2005; Ravi Shukla et al. 2005; Reshi et al. 2017).

El siguiente tratamiento es el del composito de nanoparticulas de oro con
curcumina y gentamicina (+GM+AuNP-CUR) el cual se mantuvo en niveles
normales de urea en 50mg/dL, los siguientes tratamientos mantienen niveles
normales comprobando nula nefrotoxicidad, por parte de la curcumina nativa
(+CUR), nanoparticulas de oro (+AuNP) y composito de nanoparticulas de oro con
curcumina-(+AuNP-CUR). Por ultimo tenemos el pretratamiento de 7 dias previos
al tratamiento de gentamicina del composito de nanoparticulas de oro con
curcumina (+PRET.AuNP-CUR+GM) mostrando y manteniendo niveles normales
de urea (39.6-68.8mg/dL) (Ledén Goni et al. 2011; Rivadeneyra-Dominguez et al.
2018).
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Figura 17. Efecto de los tratamientos sobre las concentraciones séricas de urea.
Los datos fueron analizados con ANOVA y prueba post hoc Tukey, las barras
muestran desviaciones estandar. CONTROL+DMSO (solucién salina + DMSO 5%,
por 7 dias), +GM (gentamicina, por 7 dias), +GM+CUR (gentamicina + curcumina
nativa, por 7 dias), +GM+AuNP (gentamicina + nanoparticulas de oro, por 7 dias),
+GM+AuNP-CUR (gentamicina + nanoparticulas de oro con curcumina, por 7
dias), +CUR (curcumina nativa, por 7 dias), +AuNP (nanoparticulas de oro, por 7
dias), +AuNP-CUR. (nanoparticulas de oro con curcumina, por 7 dias),
+PRET.AuNP-CUR+ GM (pretratamiento por 7 dias de nanoparticulas de oro con
curcumina, dia 8 comienzo de tratamiento de gentamicina + nanoparticulas de oro
con curmina por 7 dias mas).

Resultados en la concentracion de niveles de creatinina séricos de los
tratamientos.

Los efecto de los tratamientos sobre las concentraciones séricas de creatinina se
muestran en la figura 18, la primera barra muestra el grupo control (CONTROL +
DMSO) con DMSO al 5% en solucion salina. Cuando se sintetizan nanoparticulas
es complicado cuantificar la cantidad que se desea administrar, por lo anterior, se
procedi6 a sintetizar las nanoparticulas, secarlas y posteriormente resuspenderlas
con DMSO al 5%, se utilizé esta concentracion debido a que es la concentracién a
la cual no se observa efecto toxico de manera intraperitoneal en ratas y ademas
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con esa concentracion es posible resuspender las nanoparticulas (Moskot et al.
2019). Los resultados del control muestran parametros normales de creatinina en
0.4 mg/dL, siendo los parametros normales en rata de 0.4-0.88 mg/dL (Ledn Gonii
et al. 2011; Rivadeneyra-Dominguez et al. 2018).

Para la formacion la creatinina es necesario una transaminacién de arginina a
glicina, con lo anterior se forma acido guanidoacético o glicociamina, realizandose
principalmente en el riidn, sin embargo también se puede dar en el intestino
delgado y el pancreas. Este producto es transportado al higado, en el que se
transforma en creatina mediante una metilacion por parte de la S-adenosil
metionina. Ya formada la creatina, ingresa a la circulacion y aproximadamente el
90% de ésta, es absorbida y almacenada por el tejido muscular. Lo anterior se
logra gracias a una reaccion de fosforilacidn para convertir a la creatina en
fosfoquinasa, esta reaccion es catalizada por la creatina fosfoquinasa. Es por eso
que la produccion de creatinina refleja esencialmente la masa corporal magra, y ya
que esta masa cambia poco dia con dia, se puede tomar una tasa de produccion
constante. La creatinina es distribuida por el agua corporal, por lo tanto, su
concentracion en suero esta dada por la tasa de produccion y excrecion que
generalmente se toman como constantes. Algunas ocasiones puede ser que la
creatinina sea mas alta por la tarde que por la mafiana, debido a la ingesta de
carne, ya que la coccidon de carne convierte la creatina de la misma en creatinina.
La creatinina es excretada principalmente por los rifilones. Es filtrada libremente
por el glomérulo. Esta creatinina no se reabsorbe ni se ve afectada por el flujo de
la orina. En condiciones normales es secretada por los tubulos en una cantidad
pequefia sin embargo se considera significativa, aproximadamente 10% de la
excrecion total (Walker et al. 1990; Varga 2013).

La siguiente barra muestra el grupo de gentamicina (+GM), se utilizé6 un modelo de
gentamicina de 80mg/kg de acuerdo a estudios previos (He et al. 2015; Negrette-
Guzman et al. 2015; Vysakh et al. 2018). Se repite lo siguiente: La gentamicina
ejerce su efecto nefrotoxico por medio de necrosis tubular, se acumula
preferentemente en los tubulos contorneados proximales, esto ocurre debido a
que el farmaco se une a los fosfolipidos que se encuentran cargados
negativamente por medio de unidn catidnica. La manera en la que ingresa a la
célula es por medio de endocitosis acumulandose en los lisosomas, posterior a la
acumulacion, es la ruptura de los lisosomas sobrecargados, esto causa una
liberacion de las enzimas lisosémicas y la gentamicina en el citosol. Las
catepsinas y las proteasas causan protedlisis que causa lesion de otros organelos.
Dentro de los organelos dafiados se encuentra la mitocondria, al causar deterioro
de la misma, causa produccion de radicales libres y deterioro en la produccion de
ATP, por lo tanto causa un modo de necrotico de muerte celular. Ademas de que
la gentamicina forma un complejo hierro-gentamicina al quelarlo, éste es un
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potente catalizador de generacion de radicales libres. Al tener radicales libres
causados por el deterioro de mitocondria y el complejo hierro-gentamicina, éstos
actuan sobre los componentes celulares, lo destruyen y conducen a una necrosis
celular (Mahmoud 2017). El estrés oxidativo generado por la gentamicina estimula
el factor de transcripcion NF-kB, se disocia del complejo NF-kB-IkB, se transloca al
nucleo para posteriormente activar la transcripcion de los genes diana como iNOs,
IL-6, TNF-a y COX-2, causando inflamacién (Vysakh et al. 2018). El dafio causado
por la gentamicina en el tubulo contorneado proximal, provoca necrosis e
inflamacion, por lo tanto, la creatinina al pasar por la ultrafiltracion del glomérulo y
la arteriola aferente, llega al tubulo contorneado proximal y pasa directamente a
torrente sanguineo, quitandole a la nefrona la capacidad de excretar este producto
de desecho metabdlico. El grupo de gentamicina muestra una elevacion de
creatinina de hasta 1.8 mg/dL, esto va de acuerdo a Negrette y colaboradores en
los cuales vieron que si hubo una disminucidon de creatinina, sin embargo fue
solamente de un 37% (Negrette-Guzman et al. 2015). Sin-embargo estos valores
no logran mantenerse en niveles normales en comparacion.con otros estudios, en
los cuales utilizan el mismo modelo de gentamicina y los grupos de curcumina con
gentamicina logran mantener los niveles de creatinina, esto puede deberse a la
forma de administracion, como en el caso de El-Zawahry y El Kheir la via de
administracion de la curcumina por medio de tubo de sonda gastrica, esto al pasar
por el higado y las glucoronidaciones otorgadas por las enzimas hepaticas, ya no
se utiliza la curcumina sino curcuminoides (El-Zawahry & EI Kheir 2007). He vy
colaboradores utilizan un tubo de sonda gastrica, sin embargo utilizan la parte no
polar de la curcumina para poder mezclarla y suspenderla en una solucion de
aceite de oliva, lo anterior forma curcuminoides después de pasar por el higado
(He et al. 2015).

El grupo siguiente muestra la curcumina nativa concomitante con gentamicina
(+GM+CUR) siendo consistentes los niveles altos de creatinina, en este caso de
1.1 mg/dL, la curcumina nativa, esto es curcumina sin reformular, muestra un
efecto pleiotrépico, dentro de los cuales, el nefroprotector es el deseado en este
protocolo.. El principal problema es su baja biodisponibilidad, provocando un reto
para poder administrar la misma (Anand et al. 2007). Sin embargo, la curcumina
de manera nativa ya ha demostrado tener efecto nefroprotector en distintos
modelos de nefrotoxicidad, esto se da debido a distintos mecanismos moleculares
(se repite lo siguiente) como inhibir factores de transcripcion proinflamatorios como
el activador de la transcripcion 3, NfkB y la Wnt/B caterina. Activa el receptor
activado por el proliferador de peroxisoma y la via de sefalizacion Nrf2, dado
como resultado una regulacidn negativa de interleucina-6, resistina, leptina y
proteina quimiotactica monocitica, ademas de favorecer la adiponectina (El-
Zawahry & El Kheir 2007; Negrette-Guzman et al. 2015; Badreldin. et al. 2017,
Kunnumakkara et al. 2017; EI-Maddawy & El-Sayed 2018).
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El siguiente grupo es el de nanoparticulas de oro por el método turkevich
concomitante con gentamicina (+GM+AuNP) mostrando también niveles altos de
creatinina 0.9 mg/dL, el siguiente grupo muestra el composito de nanoparticulas
de oro con curcumina concomitante con gentamicina (+GM+AuNP-CUR)
manteniendo los niveles normales de creatinina 0.6 mg/dL, los siguientes
tratamientos de curcumina nativa (+CUR), nanoparticulas de oro (+AuNP) vy
nanocompositos de nanoparticulas de oro con curcumina (+AuNP-CUR)
mantuvieron niveles normales de creatinina sin mostrar nefrotoxicidad, por ultimo
tenemos el pretratamiento de 7 dias previos al tratamiento de gentamicina, el
composito de nanoparticulas de oro con curcumina (+PRET.AuNP-CUR+GM)
mostrando y manteniendo niveles normales de creatinina 0.46-0.88 mg/dL (Ledn
Goni et al. 2011; Rivadeneyra-Dominguez et al. 2018).

Ya que la baja biodisponibilidad de la curcumina genera un reto para administrarla,
se han hecho distintas reformulaciones para poder incrementar esta
biodisponibilidad como el uso de nanoparticulas de oro, se han utilizado para
distintas terapias, sin embargo muy poco para demostrar su efecto nefroprotector
(Manju & Sreenivasan 2012; Fadel et al. 2018; Hoshikawa et al. 2018; Inostroza-
Riquelme et al. 2018; Rahimi-Moghaddam et al. 2018). En este estudio
demostramos los efectos del nanocomposito de nanoparticulas de oro acoplado
con curcumina, mostrando niveles normales de biomarcadores de funcién renal
clasicos como urea y creatinina séricos, de acuerdo a estudios previos se puede
deber a mecanismos antiinflamatorios, y por mecanismos antioxidantes otorgados
por la curcumina y las nanoparticulas de oro, dando un efecto aditivo de estos
compuestos al nanocomposito (Connor et al. 2005; Ravi Shukla et al. 2005; Singh
et al. 2013; Alagad & Saleh 2016).
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Niveles de creatinina en ratas

CREATININA

mg/dL
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Figura 18. Efecto de los tratamientos sobre las concentraciones séricas de
creatinina. Los datos fueron analizados con ANOVA vy prueba post hoc Tukey, las
barras muestran desviacion estandar. CONTROL+DMSO (solucion salina + DMSO
5%, por 7 dias), +GM (gentamicina, por 7 dias), +GM+CUR (gentamicina +
curcumina nativa, por 7 dias), +GM+AuNP (gentamicina + nanoparticulas de oro,
por 7 dias), +GM+AuNP-CUR (gentamicina + nanoparticulas de oro con
curcumina, por 7 dias), +CUR (curcumina nativa, por 7 dias), +AuNP
(nanoparticulas de oro, por 7 dias), +AuNP-CUR (nanoparticulas de oro con
curcumina, por 7 dias), +PRET.AuNP-CUR+ GM (pretratamiento por 7 dias de
nanoparticulas de oro con curcumina, dia 8 comienzo de tratamiento de
gentamicina + nanoparticulas de oro con curmina por 7 dias mas).
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Resultados en el peso corporal de las ratas.

La gentamicina causa pérdida de apetito, ademas de incrementar el catabolismo
en el tubulo contorneado proximal, resultando en acidosis (Erdem et al. 2000). EIl
incremento observado de peso por parte de la curcumina es debido al incremento
de apetito otorgado por la misma (Gupta et al. 2012). Ademas de su efecto
antioxidante y antiinflamatorio, previniendo el dafio causado por la gentamicina
(Negrette-Guzman et al. 2015). Sin embargo, en los resultados no se ve un efecto
significativo de la curcumina en cuanto al efecto protector del incremento del peso
de las ratas, esto esta directamente relacionado a la biodisponibilidad de la
curcumina (Jager et al. 2014). La figura 19 muestra la diferencia de la
nefroproteccion otorgada por las nanoparticulas de oro con curcumina, teniendo el
mismo resultado pre-tratando o dandole tratamiento de manera concomitante, en
el peso corporal si hubo una diferencia del grupo pre-tratado contra el grupo
administrado de manera concomitante, esto se puede deber al aumento de la
biodisponibilidad de la curcumina y al incremento ‘del efecto antioxidante y
antiinflamatorio del compuesto de nanoparticulas de oro con curcumina (Singh et
al. 2013).
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Figura 19. Efecto de los tratamientos sobre el peso de las ratas. Los datos fueron
analizados con ANOVA y prueba post hoc Tukey, las barras muestran desviacion
estandar. CONTROL+DMSO (solucién salina + DMSO 5%, por 7 dias), +GM
(gentamicina, por 7 dias), +GM+CUR (gentamicina + curcumina nativa, por 7
dias), +GM+AuNP (gentamicina + nanoparticulas de oro, por 7 dias), +GM+AuNP-
CUR (gentamicina + nanoparticulas de oro con curcumina, por 7 dias), +CUR
(curcumina nativa, por 7 dias), +AuNP (nanoparticulas de oro, por 7 dias), +AuNP-
CUR (nanoparticulas de oro con curcumina, por 7 dias), +PRET.AuNP-CUR+ GM
(pretratamiento por 7 dias de nanoparticulas de oro con curcumina, dia 8
comienzo de tratamiento de gentamicina + nanoparticulas de oro con curmina por
7 dias mas).
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Analisis histopatolégico de los tratamientos.

Fotomicrografia del grupo control negativo, mostrado en la figura 20. El DMSO es
un compuesto de caracter organico, el cual se compone por una molécula
anfipatica, la parte no polar se compone por dos grupos apolares y la parte polar
se compone de un grupo altamente polar, estas caracteristicas le otorgan al
DMSO una capacidad para solubilizarse en medios organicos y acuosos (Vasquez
2010). Este compuesto no presenta citotoxicidad en concentracién hasta 5% en
rata, estos resultados son consistentes con Ahmed y colaboradores, en su estudio
en cual evaluaron el efecto de dos farmacos para la nefropatia diabética, utilizaron
DMSO al 5% como control negativo, obteniendo los resultados similares (Ahmed
et al. 2019). Ademas de seguir siendo consistente con una comparativa del uso de
solventes de farmacos y sus acciones bioldgicas, en el cual no se observa
toxicidad del mismo al 5% (Kelava et al. 2011).

Histopatologia del control negativo de rifidn de rata
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Figura 20. Fotomicrografia del control negativo (solucion fisiolégica + DMSO 5%)
en la que se observa estructuras normales de glomérulo, tubulos proximales y
distales. 50 um.
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La figura 21 muestra el grupo de la curcumina nativa, mostrando conservacion de
estructuras de glomérulo y tubulos, como se ha reportado anteriormente, la
curcumina de manera nativa, esto es, sin modificaciones ya sea de estructura o
alguna reformulacién con algun adyuvante, micelas, emulsiones, no ejerce
toxicidad en el rindn (Badreldin et al. 2005; Farombi & Ekor 2006; El-Zawahry & El
Kheir 2007; Manikandan et al. 2011; Mahmoud et al. 2014; He et al. 2015;
Hismiogullari et al. 2015; Negrette-Guzman et al. 2015; Badreldin. et al. 2017).

Histopatologia del grupo de curcumina nativa de riiidn de rata

Figura 21. Fotomicrografia del grupo tratado con curcumina nativa. Se observa
estructuras normales de glomérulo, tubulos proximales y distales. 50 um.

Fotomicrografia del grupo de nanoparticulas de oro mostrado en la figura 22, se
observa conservacion de estructuras de glomérulo y tubulos, sin dafio al rifidn.
Estudios previos muestran que las nanoparticulas de oro sintetizadas por el
método Turkevich no ejercen toxicidad en el rindn, tal es el caso de
BarathManiKanth y colaboradores en el que utilizaron un modelo de ratones

59



diabéticos en condiciones de hiperglucemia, concordando con los resultados de
histopatologia obtenidos en nuestro estudio (Barathmanikanth et al. 2010). Los
resultados obtenidos siguen siendo consistentes de acuerdo a otro estudio en
donde se utilizé un modelo de dafno hepato-renal inducido por paracetamol, sin
obtener respuesta téxica por las nanoparticulas de oro (Reshi et al. 2017). En
contraste con un estudio en el cual evaluaron histopatologia de diferentes érganos
de ratones expuestos a nanoparticulas de oro, se observé una disminucidn.y
distorsion de los glomérulos sin embargo no fue estadisticamente significativo
(Ibrahim et al. 2018).

Histopatologia del grupo de nanoparticulas de oro de rindn de rata

Figura 22. Fotomicrografia del grupo tratado con nanoparticulas de oro. Se
observa estructuras normales de glomérulo, tubulos proximales y distales. 50 um.

Fotomicrografia del grupo del composito de nanoparticulas de oro con curcumina

mostrado en la figura 23, la fotomicrografia muestra conservacion de estructuras

tanto glomerulares como tubulares, sin dafo por necrosis, edema o infiltraciones
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inflamatorias por linfocitos. Moghaddam y colaboradores sintetizaron un
nanocomposito de PEG, curcumina y nanoparticulas de oro con el fin de utilizarlo
como agente fotosensibilizador, ademas de comprobar su toxicidad en el rifdn, los
resultados del estudio son consistentes con los resultados obtenidos (Rahimi-
Moghaddam et al. 2018). En un estudio en el cual sintetizaron nanoparticulas de
curcumina en particulas solidas de lipidos para probar su actividad antiinflamatoria
de la IL-1 beta, realizaron histopatologia renal y los resultados de ‘las
nanoparticulas con curcumina, son contundentes con los resultados obtenidos
(Wang et al. 2015).

Histopatologia del grupo del composito de nanoparticulas de oro con curcumina de
rinon de rata

Figura 23. Fotomicrografia del grupo tratado con el composito de nanoparticulas
de oro con curcumina. Se observa estructuras normales de glomérulo, tubulos
proximales y distales. 50 um.

La figura 24 muestra el grupo de control positivo de dafio nefrotdxico por
gentamicina. Las fotomicrografias muestran proteina en la luz de los tubulos
(proteinuria) y material eosinofilico de apariencia homogénea compatible con
proteina. Este grupo mostré un 40% de necrosis en los tubulos contorneados
proximales y edema en el intersticio de la corteza, infiltrado inflamatorio linfocitario
multifocal, edema y hemorragia. La caracterizacion del dafio nefrotdéxico con el
modelo de gentamicina a la misma dosis se ha realizado, reportando material
proteico en el lumen del tubulo y gotas hialinas (Udupa & Prakash 2018). El
edema presentado en los resultados del grupo, es consistente con un estudio en el
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cual utilizaron gentamicina como induccion de dafo renal y taurina para
contrarrestarlo; en los resultados de gentamicina, el grupo control positivo
presenté edema y el grupo de taurina no pudo contrarrestar este edema (Erdem et
al. 2000). Se repite lo siguiente, estos dafios se deben son debido a que la
gentamicina es un farmaco aminoglucosido, que se une de manera catidnica a los
fosfolipidos cargados negativamente en el borde del cepillo del tubulo contorneado
proximal, después de su union, ingresa por endocitosis y se acumula en
lisosomas, esta sobrecarga en los lisosomas causa la rotura de los mismos,
liberando enzimas lisosomales como proteasas y la gentamicina queda libre en el
citosol, las proteasas causan protedlisis y lesion en otros organelos. Uno de los
organelos dafados es la mitocondria, al causar dafio a la mitocondria ocurre un
deterioro en la produccion de ATP, produccién de radicales libres como el anion
superoxido, hidroxilo y peroxido de hidrogeno y necrosis. El estrés oxidativo
generado por el dafio estimula el factor de transcripcion NF-kB, éste se disocia del
complejo NF-kB-IkB translocandose al nucleo, posteriormente ocurre una
activacion transcripcional de genes diana incluidos IL-6, iINOS, TNF-a, COX -2
(Mahmoud 2017; Vysakh et al. 2018). Ademas de esta cascada de dafio causada
por la unidon a los fosfolipidos, causa fosfolipidosis, en consecuencia los
fosfolipidos lisosomales causan una reduccion de la carga negativa que requieren
las fosfolipasas para poder ejercer sus funciones, por lo tanto se inhiben las
fosfolipasas A1, A2 y C1 (Lopez-Novoa et al. 2011). Otra manera de ingreso de
gentamicina, es por medio de la expresion de un transportador de proteinas y
cationes, el complejo endocitico megalina y cubilina, este complejo esta restringido
al tubulo proximal. Estos medicamentos pasan al compartimiento endosomico y se
acumulan principalmente en aparato de golgi, reticulo endoplasmatico y lisosomas
(Christensen & Birn 2001; Lopez-Novoa et al. 2011). Lo anterior deriva un
marcado aumento de la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas en la corteza
renal y formacion de nitrotirosina, siendo éste un marcador de estrés oxidativo
(Apaydin Yildirim et al. 2017). Los resultados se correlacionan con estudios
previos, los cuales engloban el dafio tisular de la gentamicina con necrosis tubular,
edema, proteinuria e infiltraciones mononucleares (He et al. 2015; Sodimbaku et
al. 2016; Heidarian et al. 2017; Al Suleimani et al. 2018; Sun et al. 2018).
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Histopatologia del control positivo de rifidn de rata

Figura 24. Fotomicrografia del grupo del control positivo de dafio nefrotdxico por
gentamicina. A. Fotomicrografia en la que se observa proteina en la luz de los
tubulos (proteinuria). B. Fotomicrografia en la que se observa detalle de material
eosinofilico de apariencia homogénea compatible con proteina. 50 um.

La figura 25 muestra el grupo de gentamicina con curcumina nativa, este grupo
presenté un 40% de necrosis en los tubulos contorneados proximales, proteina en
la luz de tubulos, 10% de necrosis en los tubulos contorneados distales, infiltrado
inflamatorio linfocitario multifocal, edema y hemorragia. Estos resultados indican
que la curcumina nativa no pudo evitar el dafio causado por la gentamicina, estos
resultados van de acuerdo a los reportados por Ali y colaboradores, en los cuales
administraron curcumina nativa de manera oral, sin obtener un resultado favorable
en el nivel de necrosis (Badreldin et al. 2005). A pesar de estas evidencias, se ha
reportado que la administracion de curcumina de manera oral por diferentes
periodos (7, 15 y 30 dias), resulta en la disminuciéon de dafios evidenciados por
histopatologia en los grupos de gentamicina con curcumina, y se propone que su
capacidad para atrapar a las especies reactivas de oxigeno, ademas de
incrementar los niveles de glutation reductasa (GSH), glutatiéon peroxidasa (GPx),
superéxido dismutasa (SOD), catalase and glutatién-s- transferasa (GST) (ElI-
Zawahry & El Kheir 2007; Manikandan et al. 2011; Mahmoud et al. 2014). Segun
He 'y colaboradores, las especies reactivas de oxigeno generadas por la
gentamicina, se vieron disminuidas por la accion de la curcumina por medio de la
activacion de Nrf2 (He et al. 2015). La curcumina ademas de activar Nrf2 también
activa al proliferador de peroxisoma gamma coactivador-1 alfa (PGC-1a), el cual
estimula la biogénesis mitocondrial, efecto que puede restaurar de manera
significativa el dafio causado por la gentamicina a la mitocondria (Negrette-
Guzman et al. 2015). Por su parte, las infiltraciones generadas en este grupo, so n
comparables a las de los experimentos de Farombi y Ekor en los que

63



administraron curcumina en aceite de manera oral, obteniendo infiltraciones en el
grupo de curcumina con gentamicina (Farombi & Ekor, 2006).

Histopatologia del grupo de gentamicina con curcumina nativa de rifidon de rata

Figura 25. Fotomicrografia del grupo tratado con gentamicina y curcumina nativa.
A Fotomicrografia en la que se observan tubulos con necrosis que se caracteriza
por tumefaccion, eosinofilia, pérdida del detalle celular (flechas amarillas).

B Fotomicrografia en la que se observan tubulos con necrosis epitelial y
descamacioén (flechas negras). 50 um.

El grupo de gentamicina con nanoparticulas de oro, present6 degeneracion en
tubulos contorneados proximales, 40% de necrosis en los mismos, proteina en la
luz de los tubulos, 10% de necrosis en los tubulos contorneados distales, 3% de
atrofia en los glomérulos, infiltrado inflamatorio linfocitario multifocal en el interticio
de la corteza. Reshi y colaboradores realizaron un estudio en el cual indujeron
dano hepatico y renal con acetaminofén y utilizaron nanoparticulas de oro para
demostrar el efecto protector de las mismas, los resultados obtenidos en este
estudio demostraron que las nanoparticulas de oro a una dosis de 50 micro
gramos por kilogramo de peso, no revierten el dafio causado por el acetaminofén
a nivel tisular, la degeneracion del glomérulo y el edema persisten incluso en el
grupo de nanoparticulas de oro, estos datos son consistentes con los obtenidos
(Reshi et al. 2017). Los resultados obtenidos en cuanto a marcadores de funcién
renal en suero son distintos a los obtenidos a nivel tisular, en este caso las
nanoparticulas de oro, no pudieron mantener la estructura de la nefrona, edema y
necrosis. Ibrahim y colaboradores realizaron un estudio en el cual evaluaron el
efecto de las nanoparticulas de oro al estar expuestas en diferentes érganos como
rinén, higado y bazo, los resultados fueron consistentes con los obtenidos,
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cuasando glomérulos distorsionados, tubulos dilatados, edema necrosis e
infiltracion de células inflamatorias, debido a una induccion de fase aguda de
citocinas proinflamatorias, en el rindn de las ratas expuestas a los mismos, entre
mas tiempo estén expuestas las ratas a las nanoparticulas de oro inyectadas de
manera intraperitoneal, puede causar lesiones celulares a través de la generacion
excesiva de especies reactivas de oxigeno (lbrahim et al. 2018). En estudios
previos se ha demostrado que la excrecion de las nanoparticulas de oro es renal,
ademas de que la biodistribucion de las mismas ocurre en una gran parte en el
rindn, esta bioacumulacion también esta dada por el tamafno de particula,
principalmente se acumulan las nanoparticulas de 30-150nm en médula osea,
rindn, corazon y estdbmago, esto es consistente con las nanoparticulas de oro
encontradas en este grupo, ademas se sugiere que la manera de ingreso a la
célula es por medio de pinocitosis (Ravi Shukla et al. 2005; Barathmanikanth et al.
2010; Reshi et al. 2017).

Histopatologia del grupo de gentamicina con nanoparticulas de oro de rifion de
rata

Figura 26. Fotomicrografia del grupo tratado con gentamicina y nanoparticulas de
oro.. A Fotomicrografia en la que se observa infiltrado inflamatorio linfocitario
multifocal. B Fotomicrografia en la que se observan tubulos con necrosis y
degeneracion. 50 um.

Fotomicrografia del grupo de gentamicina y nanoparticulas de oro mostrado en la

figura 27 muestra infiltrado inflamatorio por linfocitos y conservacion de estructura

de glomérulo, mas no de tubulos del grupo de gentamicina con el composito de

nanoparticulas de oro con curcumina. Este grupo no mostré6 necrosis en los

tubulos contorneados proximales, sin embargo si se observo proteina en la luz de

los tubulos tanto proximales como distales, mostré de 1-3% de atrofia en
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glomérulos, infiltrado inflamatorio linfocitario multifocal, no presentd edema ni
hemorragia. Un estudio en el cual se induce inflamacion por medio de
lipopolisacaridos utilizando nanoparticulas lipidicas solidas cargadas con
curcumina, se comprueba que la reduccion de la inflamacion es por medio de la
reduccion de niveles de IL-1p, disminucion de la expresion de citocinas
proinflamatorias séricas como IL-6, TNF-alfa, IL-10, supresién de la activacion de
NF-xB y niveles de degradacion de IkBa (Wang et al. 2015). La reduccion de los
niveles de TNF-alfa se comprobé con una formulacion de nanoparticulas
responsivas a pH con curcumina para su liberacion en el colon, observandose
niveles menores de TNF-alfa en los grupos tratados con las mismas (Beloqui et al.
2014). La reduccion de niveles de TNF-alfa es consistente “en otra
nanoformulacion hecha por Shukla y colaboradores, en la cual adjudican el efecto
a la disminucion de los niveles ya mencionados y también a la reduccion de los
niveles de estrés oxidativo, en este caso la nanoformulacion fue hecha en
nanoemulsiones con aceite de soya, tween 80 y acetato de tocoferol o mejor
conocido como vitamina E (Sun et al. 2010; Shukla et al. 2014). En otro estudio en
el cual utilizaron nanoparticulas lipidicas sodlidas, para atenuar el dafno hepatico
producido por tetracloruro de carbono, se observa una conservacion en la
estructura de los tejidos hepaticos debido a la disminucion por parte de la
nanoformulacion de marcadores de estrés oxidativo como malondialdehido,
glutation reducido y superoxido dismutasa (Singh et al. 2013; Singh et al. 2014;
Yallapu et al. 2015).
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Histopatologia del grupo de gentamicina con el composito de nanoparticulas de
oro concurcumina de riidn de rata

Figura 27. Fotomicrografia del grupo tratado con gentamicina y el composito de
nanoparticulas de oro con curcumina. 50 um.

Fotomicrografia del grupo tratado con gentamicina y el composito de
nanoparticulas de oro con curcumina mostrado en la figura 28, present6é en los
tubulos contorneados proximales de un 5-10% de necrosis y degeneracion de los
mismos, se observo proteina en la luz de los tubulos tanto proximales como
distales, en cuanto a glomérulos se observa un aproximado de 1% de atrofia e
infiltrado inflamatorio linfocitario multifocal. Este grupo se diferencia del anterior en
los dias de tratamiento; este grupo estuvo expuesto al composito por 14 dias en
comparacion con el anterior que sélo estuvo expuesto 7 dias. Este tiempo de
diferencia causo6 diferencias a nivel tisular en cuanto a necrosis de tubulos vy
proteina, que puede relacionarse con el efecto de permeabilidad y retencién de las
nanoparticulas de oro, este efecto provoca una acumulacion excesiva de las
nanoparticulas en las células (Manju & Sreenivasan 2012; Yeh et al. 2012;
Priyadarsini 2014; Wang et al. 2015; Yallapu et al. 2015; Alibolandi et al. 2018;
Hoshikawa et al. 2018; Huang et al. 2018; Singh et al. 2018). Existe una
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acumulacion de las nanoparticulas que sigue el siguiente patron bazo >> higado y
cerebro >> corazon vy rifidon, de acuerdo a un estudio realizado por Singh vy
colaboradores, en el cual vieron la biodistribucion de las nanoparticulas de oro con
curcumina y puerarin, en un modelo de inflamacién inducido por lipopolisacaridos
(Barathmanikanth et al. 2010; Singh et al. 2013; Shukla et al. 2014; Singh et al.
2014; Bishop et al. 2018; Ibrahim et al. 2018; Khan et al. 2019; Mihai et al. 2019).

Histopatologia del grupo pre tratado de gentamicina con el composito de
nanoparticulas de oro concurcumina de rifién de rata

Figura 28. Fotomicrografia del grupo tratado con gentamicina y el composito de
nanoparticulas de oro con curcumina pretratado. A Fotomicrografia en la que se
observa un foco de infiltrado inflamatorio por linfocitos (flecha rosa) asi como
aspecto citoplasmatico hinchado y palido (vacuolizacion) de los tubulos renales
compatibles con glucogeno (flecha anaranjada), otros tubulos presentan cambio
(flecha verde) B Fotomicrografia en la que se observa degeneracion y necrosis
tubular (flecha roja) atrofia de glomérulos (flecha blanca). 50 um.
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9. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este proyecto fue la evaluacion del efecto nefroprotector en
un modelo murino de un nanocomposito de nanoparticulas de oro con curcumina,
fundamental para un futuro estudio clinico y una posible aportacion para pacientes
que padecen enfermedad renal cronica.

Se obtuvo con éxito la estandarizacion de la sintesis del nanocomposito,
modificando de manera independiente cada factor hasta obtener el viraje de color
deseado en todo momento. Posterior a la estandarizacion, la caracterizaron
mediante TEM de cada una de las sintesis obtenidas, se logro la obtencién de
nanoparticulas con caracteristicas deseadas formas esféricas, tamafo menor a
25nm y buena distribucion espacial sin aglomeramientos. Con el FTIR pudimos
constatar que el nanocomposito efectivamente estaba acoplado con los grupos
funcionales de la curcumina, mostrando la banda de los alquenos y los carbonilos
de la molécula de la curcumina. Con lo anterior, se pudo indicar que el
nanocomposito, fue estandarizado y caracterizado de manera exitosa para su
posterior uso en el modelo in vivo. Se demostro la seguridad del nanocomposito
mediante la determinacién de la dosis letal 50, sin presentar letalidad incluso
utilizando una dosis 9 veces mayor de la utilizada en el modelo murino.

En cuanto a los biomarcadores de funcién renal, el grupo de nefrotoxicidad con
curcumina nativa y nanoparticulas de oro, tuvieron disminucién tanto de urea
como de creatinina comparados con el grupo tratado con gentamicina, sin
embargo no alcanzaron a mantenerlos en niveles normales. En contraste con el
grupo de gentamicina y el composito de nanoparticulas de oro con curcumina,
lograron mantener los niveles de urea y creatinina normales. El grupo pretratado
con el nanocomposito, no obtuvo una mayor disminucion de los biomarcadores de
funcién renal, sin embargo obtuvo el mismo resultado que el grupo tratado de
manera concomitante con el nanocomposito.

La histopatologia mostré6 que los grupos de nefrotoxicidad con curcumina y
nanoparticulas de oro, no lograron tener un efecto nefroprotector a nivel tisular. No
obstante, el grupo de nefrotoxicidad tratado con el composito, presenté mejor
conservacion de estructura, menores niveles de necrosis y atrofia de glomérulos.
Por su parte, el grupo pretratado, no obtuvo los mismos resultados; el mayor
tiempo. en exposicion con el nanocomposito, podria causar una mayor
bioacumulacién en las nefronas, con pérdida de estructuras, necrosis, y atrofia de
glomérulos, es por esto que se descarta la idea de que un pretratamiento con
nanoparticulas de oro con curcumina podria tener un mayor efecto nefroprotector,
con este estudio se demuestra que este nanocomposito, presenta una mayor
nefroproteccion en comparacion con la curcumina nativa y las nanoparticulas de
oro, tanto en biomarcadores de funcién renal como a nivel tisular.
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