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Resumen

El dafio renal es una complicacion asociada al consumo de dietas altas en grasas y/o fructosa. La inflamacion
y el estrés oxidativo son los principales mecanismos que generan este dafio. La molécula 1 de lesién renal
(KIM-1) es una proteina que aumenta su expresion tras una lesion renal aguda o crénica, esto la convierte
en un potencial biomarcador de dafio renal. La curcumina posee propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, lo que ha despertado el interés en su uso terapéutico para prevenir o retrasar el desarrollo de
la lesion renal. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la curcumina sobre la expresion de KIM-
1 y los cambios morfolégicos en rifion de ratones alimentados con dietas altas en grasas y/o fructosa. Se
formaron 7 grupos de ratones macho de la cepa C57BL/6 (n=6): grupo control (C), grupo tratado con fructosa
(C+F), grupo tratado con F y Curcumina (F+Cur), grupo tratado con Dieta alta en grasa (DAG), grupo tratado
con DAG+Cur, grupo tratado con DAG+F y grupo tratado con DAG+F+Cur. Al finalizar el tratamiento se
analiz6 la expresion de KIM-1 en el rifién por Western Blot y se evaluaron los cambios morfométricos y
morfolégicos en cortes histoldgicos de rifion. Los resultados mostraron que la curcumina previene el aumento
de la expresion de KIM-1 en el grupo tratado con DAG+Cur y retrasa el desarrollo de cambios histopatologicos
en el rindn de ratones alimentados con una dieta hipercaldrica.
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Introduccion

El desarrollo de enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus, la dislipidemia y la obesidad
desencadenan el desarrollo de patologias como la enfermedad renal, todo esto se ve favorecido por el
consumo de dietas altas en grasa y/o fructosa. El sistema renal esta implicado en multiples funciones como
la filtracion de liquidos y solutos, absorcion de agua y la regulacion del equilibrio acido base'. La relacion
entre el consumo elevado de fructosa y el desarrollo de enfermedades metabdlicas se debe a que su
metabolismo se dirige a la lipogénesis de novo, lo cual aumenta las concentraciones séricas de triglicéridos
(TG) y acidos grasos libres (FFA) y a la produccion de acido urico, metabolitos implicados en el desarrollo de
la lesion renal. Ademas, su consumo esta asociado al aumento de peso debido a que la fructosa no favorece
a la secrecion de la leptina, una hormona que ayuda a regular el nivel de saciedad, atenuando la supresién
posprandial de la grelina, siendo factor importante para el aumento en el consumo de energiaZ.

Por otra parte, el consumo de una dieta alta engrasa (DAG) también esta asociada al desarrollo de obesidad
y dislipidemia, condiciones que predisponen a un aumento en la liberacion de FFA y TG a la circulacion
sanguinea, lo cual se asocia con la acumulacién ectépica de lipidos en mdltiples tejidos, entre ellos el rifidn3.
En general, el consumo elevado de alimentos procesados con alto contenido de fructosa y grasa, favorecen
el desarrollo de hipertension, obesidad e hiperuricemia, que contribuyen al desarrollo de glomeruloesclerosis
y fibrosis tubulointersticial generando lesién renal* 5. Recientemente se ha atraido el interés en el estudio de
la molécula 1 de lesién renal (KIM-1), una glicoproteina de membrana de tipo |, que se expresa en la region
apical de células del tubulo proximal en las nefronas del rifién lesionado, se ha sugerido esta glicoproteina
como un biomarcador de dafio tubular aguda, debido a que se sobre expresa mediante la activacién de la
cinasa ERK1/2 y el factor de transcripcion STAT-3, generando que la KIM-1 realice un corte proteolitico que
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libera su ectodominio el cual excreta en la orina, teniendo la posibilidad de filtrarse en la sangre®’. Aunque
se han estudiado varias clases de farmacos para prevenir o retrasar la progresion de la lesion renal, no existe
una cura para la enfermedad renal crénica (ERC), por lo cual se requiere la identificacion de nuevos enfoques
terapéuticos potenciales para prevenir y tratar la ERC. En los ultimos afios, los beneficios de los polifenoles
para la salud humana han atraido cada vez mas la atencion de la comunidad cientifica. Se ha reportado que
la curcumina, un polifenol de origen natural posee multiples funciones bioactivas y fisicoquimicas que traen
beneficios a la salud, como propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anti-apoptoticas® °. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto de la curcumina sobre la expresion de KIM-1 y los cambios
morfologicos en ratones alimentados con una dieta alta en grasas y/o fructosa.

Materiales y métodos

Disefio experimental

Se realiz6 un estudio prospectivo y comparativo en ratones macho de la cepa C57BL/6 de cinco semanas de
edad. Se formaron siete grupos de ratones (n=6 por grupo), tratados durante 16 semanas. En la Tabla 1 se
muestran los grupos formados, la nomenclatura y el tratamiento/grupo. Los ratones tuvieron acceso a agua
potable estéril y alimento ad libitum. Se mantuvieron en el bioterio de la Division de Ciencias de la Salud de
la Universidad de Guanajuato en condiciones de alojamiento estandar, con un ciclo de luz/obscuridad de 12
h/12 h, a una temperatura de 25 + 2°C y 50% humedad, siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” (NOM-
062-Z00-1999), de la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” del NIH y de la “Ley General
de Salud en Materia de Investigacion para la Salud” del articulo 121 al 126, titulo VII.

Tabla 1. Tratamiento con dieta alta en grasa, fructosay curcumina.

Grupo (n=6) Nomenclatura Tratamiento durante 16 semanas
Control (o} Dieta estandar (DE) y agua potable
Fructosa C+F DE + 30% (p/v) de fructosa en agua
Fructosa + Curcumina F+Cur DE + 0.75% (p/p) de curcumina + 30% (p/v) de fructosa en
agua
Dieta alta en grasa DAG DAG (60%) y agua potable
Dieta alta en grasa + Curcumina DAG+Cur DAG + 0.75% (p/p) de curcumina
Dieta alta en grasa + Fructosa DAG+F DAG + 30% (p/v) de fructosa en agua
Dieta alta en grasa + Fructosa + DAG+F+Cur DAG+ 0.75% (p/p) de curcumina + 30% (p/v) de fructosa
Curcumina en agua

El aporte caldrico por cada 100 gr de la dieta estandar era de 432.4 Kcal, 558.3 Kcal de la DAG y el aporte
energético de la fructosa en agua al 30% fue de 122.4 Kcal.

Durante las 16 semanas se llevo registro de su peso corporal semanalmente. Al final del periodo de
tratamiento para la obtenciéon de muestras se practico la eutanasia por dislocacién cervical, posteriormente
se obtuvieron muestras sanguineas con el fin de determinar el perfil lipidico y la glucosa. Se realizd
nefrectomia bilateral, los rifiones fueron lavados y almacenados, los rifiones izquierdos en formaldehido al
4% para su analisis histopatologico y los derechos en buffer de lavado a -80 °C para el Western Blot. Los
cadaveres de los ratones una vez obtenidos los tejidos y las muestras sanguineas fueron dispuestos en
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bolsas amarillas y almacenados a -20 °C hasta que fueron recogidos por la empresa de servicio externo para
su disposicion final.

Analisis histologico

Los rifiones izquierdos se fijaron en formaldehido al 4% (pH= 7,0). Después de la fijaciéon en formalina, las
secciones de tejido se incrustaron en parafina. Luego, se prepararon secciones de 3-5 um de espesor para
andlisis histoldgico mediante microscopia optica (10x y 40x) donde se evaluaron al menos 3 campos
seleccionados al azar utilizando tres tinciones diferentes: 1) Hematoxilina y eosina (H&E) para evaluar el
tamafio y morfologia glomerular, infiltrado inflamatorio que se clasifico como ausente, leve y moderado y
morfologia tubular, donde se evalud el borde en cepillo que se clasificd como conservado, alterado o perdido
y la dilatacién tubular que se clasificé como ausente, moderada o severa. 2) Acido peryodico schiff (PAS)
para la evaluacion de gotas de lipidos en el tejido y en los tubulos renales y evaluacion de engrosamiento de
la membrana basal tubular y glomerular. El engrosamiento de membrana glomerular e indicios de
glomeruloesclerosis se clasificé como ausente, leve o moderada. 3) Tricrémico de masson para la evaluacion
de la fibrosis tubulo-intersticial que se clasificé como ausente leve y moderada.

Para el analisis morfométrico glomerular se uso el software Imaged (Bethesda, MD, EE. UU.). Las tinciones
H&E, PAS y tricromico de masson se llevaron a cabo bajo condiciones y protocolos estandarizados y se
realizaron en el laboratorio de Anatomia Patolégica del Hospital General Ledn.

Western Blot

Se realiz6 la extraccion fendlica de proteinas y la cuantificacion de estas por el método de Lowry y se hizo un
perfil electroforético en gel de poliacrilamida (12%). Posterior a la realizacion del perfil electroforético, los
geles fueron transferidos individualmente a una membrana de nitrocelulosa en un sistema Mini Trans-Blot®
Cell (Bio-Rad, CA, USA). Después de la transferencia, las membranas se incubaron en un buffer de bloqueo
TBS-Tween (Tris 25 mmol/L, pH 7.6, NaCl 154 mmol/L, Tween-20 0.1% y leche 4%) y fueron incubadas con
el anticuerpo primario: anti-KIM-1 (Ab47635). Se utilizé anti-GAPDH (Ab181602) como control de carga. Los
complejos se detectaron mediante anticuerpos Ig cabra anti-conejo conjugados con HRP (Ab205718). La
quimiodeteccién se realizd6 con Western Lightning® Plus-ECL (PerkinElmer, MA, USA), y con el uso del
fotodocumentador XRS+ System (Bio Rad, CA, USA). La densidad éptica de las bandas fue cuantificada con
el software Image Lab (Bio Rad, México). Los resultados se reportan como la relacion KIM1/ GAPDH y, cada
experimento se realiz6 por triplicado.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via, seguido del post-hoc de Tukey considerando un
valor de p<0.05 como significativo. Los valores obtenidos se reportan como la media + DE. Se utilizo la prueba
Chi-cuadrado x? y prueba Z para comparar los parametros morfoldgicos cualitativos de la histologia renal
(Glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial, inflamacion, morfologia tubular) entre los grupos. Para el
andlisis estadistico se utilizé el software SPSS 23.
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Resultados

La Figura 1 muestra que la expresion de KIM1 fue mayor en los grupos DAG (p=0.006), DAG+F (p=0.001) y
DAF+F+Cur (p=0.001) respecto al grupo control; mientras que la expresién de KIM1 en el grupo DAG+Cur
fue similar al grupo control.

En la Figura 2, se muestran los resultados del analisis morfométrico. Se observé un incremento del area de
la capsula de Bowman en los grupos C+F (4406.71 + 587.01 ym?, p=0.001), F+Cur (3925.87 + 193.52 ym?,
p=0.030) y DAG+F (4195.27 £ 636.63 um?, p=0.001) con respecto al control (3002.53 + 146.03 ym?). Con
relacion al area del penacho glomerular, se observé un incremento en el grupo C+F (3895.81 + 534.57 pm?,
p=0.001) con respecto al grupo control (2372.96 + 281.63um?). Este incremento se previno en el grupo F+Cur
(3925.87 £ 407.17 uym?, p=0.045) respecto al grupo C+F. El area del espacio de Bowman fue similar entre los
grupos de estudio respecto al grupo control; sin embargo, el tnico cambio significativo se presenté entre los
grupos DAG (350.21 + 112.82 ym?) y DAG+F (149.61 £ 45.38 um?, p=0.018).
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Figura 1. Efecto de la curcumina sobre la expresién de KIM1. A) Western Blot representativo de la expresion de KIM1 en rifién. B) Andlisis
densitométrico de la proporcién KIM1/GAPDH. Los datos se analizaron usando ANOVA y prueba post-hoc de Tukey y representan la media + DE
(p<0.05).
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Figura 2. Efecto de la curcumina sobrerlos pardmetros morfométricos glomerulares en ratones alimentados con dieta alta en grasa y/o fructosa. A)
Areas de la Cdpsula de Bowman, B) Areas del Penacho Glomerular, C) Areas del Espacio de Bowman. Los datos se analizaron usando ANOVA 'y
prueba post-hoc de Tukey y representan la media + DE (n=6) (p<0.05).

En la Figura 3, se muestran las alteraciones morfolégicas presentes en los cortes histolégicos de rifion. Se
observd un engrosamiento de la membrana basal glomerular, expansion mesangial y la presencia de
estructuras en forma de medialuna de tipo fibro-celular en los grupos C+F, DAG y DAG+F, estas alteraciones
se previenen en los grupos tratados con curcumina (F+Cur, DAG+Cur y DAG+F+Cur). Sin embargo, si bien
no se observa la formacién completa de la estructura en forma de medialuna, si se observa la proliferacion
incipiente de las células parietales de la cipsula de Bowman en los grupos tratados con curcumina,
representativo de una glomeruloesclerosis leve (Tabla 2).

En la Figura 4, se muestra el borde en cepillo alterado y dilatacion tubular presente en los grupos tratados
con la dieta hipercaldrica, particularmente en el grupo tratado con fructosa, lo cual se previno tras el
tratamiento con curcumina (Tabla 2). Cabe resaltar que la curcumina previno el depésito de lipidos en los
grupos tratados con la dieta hipercaldrica (Figura 4).

Para evaluar la presencia de fibrosis se realizé la tincion de Tricromico de Masson, la cual tifie el colageno
tipo | de color azul. El colageno tipo | se encuentra normalmente presente en la capsula de Bowman, por lo
cual se observa marcadamente tefiida, asi como la membrana basal tubular y la matriz mesangial en todos
los grupos. No obstante, el andlisis histopatolégico evidencié que el 100% de los ratones en los grupos C+F,
DAG+F y DAG+Cur muestran fibrosis tubulointersticial y un engrosamiento de la capsula de Bowman mayor
respecto al grupo control (Tabla 2, Figura 5).
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Tabla 2. Efecto de la curcumina sobre la glomeruloesclerosis, fibrosis, morfologia del borde en cepillo, dilatacion
tubular e infiltrado inflamatorio en rifion de ratones alimentados con dieta alta en grasas y/o fructosa.

Control Fructosa F+Cur DAG DAG+Cur DAG+F DAG+F+Cur Valor de p
Glomeruloesclerosis (%) Ausente 83% 0%* 33.3%* 0%* 17% 0%* 50% p=0.015
Leve 17% 66.7%* 66.7%* 66.7%* 83.3%* 83.3%* 17%
Moderada 0% 33% 0% 33% 0% 17% 33%
Fibrosis tubulointersticial (%) Ausente 67% 0%* 33% 0%* 67% 0%* 33% p=0.014
Leve 33% 100%* 67% 100%* 33% 100%* 67%
Moderada 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Borde en cepillo (%) Conservado 83% 0%* 50% 0%* 67% 33% 67% p=0.044
Alterado 17% 100%* 50% 100%* 33% 50% 33%
Perdido 0% 0% 0% 0% 0% 17% 0%
Dilatacion tubular (%) Ausente 100% 0%* 50%** 67% 100% 33% 33% p=0.001
Leve 0% 100* 50%** 0% 0% 50%** 67%
Moderada 0% 0% 0% 33% 0% 17% 0%
Infiltrado inflamatorio (%) Ausente 17% 0% 0% 0% 0% 0% 0% p=0.588
Leve 83% 83% 100% 100% 83% 83% 100%
Moderado 0% 17% 0% 0% 17% 17% 0%

Los datos fueron analizados con el estadistico de Chi-cuadrado y prueba z n=6/grupo, *p<0.05 vs Control,
**p<0.05 vs Fructosa.

F: DAG+Cur
G: DAG+Cur+F

Figura 3. Cortes histolégicos de rifion tefidos con Acido Peryédico de Schiff (PAS) (40x): 1) Engrosamiento de la membrana basal glomerular; 2)
Expansién mesangial; 3) Infiltrado inflamatorio; 4) Estructuras glomerulares en forma de medialuna; 5) Borde en cepillo alterado.
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A: Control
B: C+F

C: DAG

D: DAG+F
E: F+Cur
F: DAG+Cur
G: DAG+Cur+F

Figura 4. Cortes histolégicos de rifion tefidos con Acido Peryédico de Schiff (PAS) (40x): 1) Depdsito de lipidos, 2) Borde en cepillo alterado, 3)
Dilatacién tubular.

A: Control
B: C+F

C: DAG

D: DAG+F
E: F+Cur
F: DAG+Cur
G: DAG+Cur+F

Figura 5. Cortes histolégicos de rifién teiidos con Tricrémico de Masson (40x). 1) Fibrosis tubulointersticial.

Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, la DAG provocé un aumento significativo en
la expresion de KIM1; sin embargo, el tratamiento con curcumina previno este aumento. En relacion con el
aumento en la expresion de KIM1 en el grupo DAG+F no se observo un efecto preventivo de la curcumina
pues el grupo DAG+F+Cur también presentd un aumento en la expresion de KIM1 respecto al grupo control;
sin embargo, en el analisis morfolégico y morfométrico la DAG+F provocé un aumento significativo en el area
de la capsula de Bowman, fibrosis, y dafio estructural glomerular y tubular, lo cual no se observo en el grupo
DAG+F+Cur (Figuras 3-5, Tabla 2), lo que indica que si bien el tratamiento con curcumina no previene la
lesién en el grupo DAG+F+Cur, si retrasa el desarrollo del dafio renal inducido por la dieta hipercalérica.

La expresion de KIM1 aumenta drasticamente en respuesta a la lesion tubular, esto la convierte en un posible
biomarcador de dafio renal en etapas tempranas® '°. En el estudio realizado por Ghasemi y cols., en 2018,
se observd que la curcumina tiene un efecto dosis dependiente en la prevencién de la sobreexpresion de
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KIM1 en ratas con diabetes tipo 1°. Ademas, en otros estudios se ha demostrado que el dafio renal, inducido
por glicerol, gentamicina, golpe de calor o cisplatino, lleva a un incremento de la expresion de KIM1; Sin
embargo, el tratamiento con curcumina mejora esta condicion''-'4. Wu y cols., en 2017, sugirieron que las
propiedades antioxidantes de la curcumina actian previniendo el aumento en la expresion de KIM1'!, como
lo observamos en el grupo DAG+Cur, donde no se observaron diferencias en su expresion respecto al grupo
control.

En el analisis morfométrico, el area del penacho glomerular aumenté en el grupo C+F y la curcumina previno
significativamente este incremento en el grupo F+Cur. Ademas, el analisis morfolégico mostré que la
glomeruloesclerosis y dilatacion tubular fueron menores en el grupo F+Cur con respecto al grupo C+F.
Asimismo, se observé que la fibrosis tubulointersticial y las alteraciones del borde en cepillo se previnieron
en los grupos tratados con curcumina, en contraste con los grupos que solo recibieron una dieta hipercalérica.
Todo ello indica que la curcumina tiene un efecto importante en la prevencion de los cambios morfologicos
renales causados por la dieta alta en grasa y/o fructosa.

Los resultados del analisis morfologico coinciden con lo reportado por Soetinko y cols., en 2018, quienes
indujeron dafio renal con cisplatino en ratas; ellos observaron cambios morfolégicos importantes, los cuales
fueron prevenidos al administrar curcumina como tratamiento®. Por otra parte, Ali y cols., en 2018, reportaron
un efecto similar en un estudio en donde al administrar curcumina a ratas con enfermedad renal crénica los
dafios morfolégicos del rifién disminuyeron en comparacion con aquellas en donde no se administrd
tratamiento'®. Adicionalmente, Zhao y cols., en 2020, reportaron un efecto protector dosis dependiente de la
curcumina para cambios morfolégicos en ratas con lesién renal’s.

Las dietas altas en grasa y/o fructosa tienden a generar dafio renal debido principalmente al estrés oxidativo
e inflamacién que provocan® 1819, Los mecanismos de accion de la curcumina no han sido completamente
dilucidados, sin embargo, se ha sugerido que sus efectos antiinflamatorios en el rifidén estan relacionados con
la supresiéon de algunos factores inflamatorios (factor nuclear (NF)-kB y ciclooxigenasa (COX)-2) y de la
regulacién positiva de la via de sefializacion Nrf2/HO-1""13, En estudios futuros seria relevante comparar
diferentes dosis y vias de administracion de la curcumina en diferentes etapas de la enfermedad renal para
esclarecer si tiene un efecto preventivo o solo retrasa el desarrollo de la lesion renal.

Conclusion

El consumo de una dieta alta en fructosa y/o grasa favorece el desarrollo de la lesion renal, mientras que el
tratamiento con curcumina previene el aumento de la expresion de KIM-1 inducida por la DAG y retrasa el
desarrollo de la lesién inducida por la dieta DAG+F al prevenir el desarrollo de cambios histopatolégicos en
el rifidn de ratones alimentados con una dieta hipercaldrica.
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