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RESUMEN

La Psoriasis es una enfermedad dermatolégica de caracter autoinmune. Se ha
reportado que el eje inmunologico que involucra citocinas como TNF- a, IL-17 e IL-
23 puede estar relacionado con su patogénesis. Entre los medicamentos mas
utilizados para la psoriasis moderada a severa se encuentran los inhibidores de la
calcineurina como la ciclosporina. A pesar del amplio uso de la ciclosporina, se ha
documentado que su empleo a largo plazo puede causar nefrotoxicidad. Existen
estudios que consideran al estrés oxidativo como un factor de riesgo para la
nefrotoxicidad inducida por la ciclosporina; por lo que el empleo concomitante de
antioxidantes como la vitamina C (VitC) podria ser una estrategia para contrarrestar
la nefrotoxicidad inducida por este medicamento. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de VitC sobre marcadores renales de estrés oxidativo e
inflamacion en un modelo murino de psoriasis inducida por imiquimod (IMQ) tratado
con ciclosporina. Se realizé un estudio experimental, formando 7 grupos: IMQ, VitC,
CsA, IMQ+VitC, IMQ+CsA y IMQ+CsA+VitC. Se evalud el peso corporal, indice de
severidad de psoriasis (PAS/), indice de Baker, peso relativo de los érganos,
parametros bioquimicos, indice renal, y biomarcadores de estrés oxidativo e
inflamacion. Los resultados mostraron que el grupo de IMQ+CsA+VitC presentd un
PASI menor respecto al grupo tratado con IMQ. La creatinina aumenté
significativamente reflejando la nefrotoxicidad; el acido urico se redujo en el control
positivo tanto en monoterapia como en combinacion con CsA y VitC. La urea
disminuy6 en el grupo IMQ en comparacién con los animales tratados con VitC. En
el indice renal se observaron lesiones como fibrosis, vasodilatacion capilar, atrofia
e infiltracién de células inflamatorias intersticiales, tanto en glomérulo como en
tubulos. Respecto a los marcadores de estrés oxidativo e inflamatorios, estos no
mostraron diferencias significativas, excepto en catalasa y la capacidad antioxidante
total. En conclusién, la vitamina C es capaz de disminuir el indice de severidad de
las lesiones psoriasicas. Sin embargo, dicho antioxidante no fue capaz impactar
significativamente sobre la nefrotoxicidad inducida por ciclosporina A en el cuadro

psoriasico.

Palabras clave: ciclosporina, nefrotoxicidad, psoriasis, vitamina C



ABSTRACT

Psoriasis is an autoimmune dermatological disease. It has been reported that the
immunological axis involving cytokines such as TNF-q, IL-17, and IL-23 may be
related to its pathogenesis. Among the most commonly used drugs for moderate to
severe psoriasis are calcineurin inhibitors such as cyclosporine. Despite the
widespread use of cyclosporine, its long-term use may cause nephrotoxicity. Some
studies consider oxidative stress a risk factor for cyclosporine-induced
nephrotoxicity; therefore, the concomitant use of antioxidants, such as vitamin C
(VitC), could be a strategy to counteract cyclosporine-induced nephrotoxicity.The
aim of this study was to evaluate the effect of VitC on renal markers of oxidative
stress and inflammation in an imiquimod (IMQ)-induced murine model of psoriasis
treated with cyclosporine. An experimental study was conducted, forming seven
groups: IMQ, VitC, CsA, IMQ+VitC, IMQ+CsA, and IMQ+CsA+VitC. Body weight,
Psoriasis Area and Severity Index (PASI), Baker index, relative organ weight,
biochemical parameters, renal index, and biomarkers of oxidative stress and
inflammation were evaluated. The results showed that the IMQ+CsA+VitC group had
a lower PASI score than the IMQ-treated group. Creatinine levels increased
significantly, reflecting nephrotoxicity; uric acid levels were reduced in positive
control, both in monotherapy and in combination with CsA and VitC. Urea levels
decreased in the IMQ group compared with animals treated with VitC. Renal index
analysis revealed lesions such as fibrosis, capillary vasodilation, atrophy, and
infiltration of interstitial inflammatory cells in both glomeruli and tubules. Regarding
oxidative stress and inflammatory markers, no significant differences were observed,
except for catalase and total antioxidant capacity. Overall, vitamin C can reduce the
severity index of psoriatic lesions. However, this antioxidant did not significantly

reduce cyclosporine A-induced nephrotoxicity in the psoriatic condition.

Keywords: cyclosporine, nephrotoxicity, psoriasis, vitamin C



1. INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad dermatologica, incurable, que se caracteriza por la
presencia de placas blancas/grisaceas gruesas que afectan del 2 al 3 % de la
poblacién mundial (1). Aunque se manifiesta en la piel, posee un impacto
significativo en todo el organismo relacionandose con multiples comorbilidades
como diabetes, depresion e hipertension arterial. Ademas, la salud mental de los
pacientes se ve afectada debido al estigma social, lo que se traduce como

discriminacion tanto laboral como personal (2).

Actualmente, existen diversas terapias paliativas cuya eleccién depende de la
severidad del cuadro clinico como son: tratamientos tdpicos, fototerapia,
tratamientos biotecnoldgicos y sistémicos. Dentro de esta ultima categoria se
encuentran los inhibidores de calcineurina, incluyendo a la ciclosporina A (CsA) (3).
Aunque la CsA es un farmaco de primera eleccidon en la psoriasis moderada a
severa, su uso a largo plazo puede causar toxicidad renal, hipertension arterial e
inmunosupresion. Derivado de esto, la tasa de abandono de tratamiento es
relativamente alta, lo que provoca un mal manejo de la enfermedad asi como
busqueda de alternativas terapéuticas, que causan un impacto negativo sobre la

calidad de vida de los pacientes (4).

El efecto terapéutico de la CsA se manifiesta después de 4 semanas, alcanzando
la maxima eficacia entre las 8 a 12 semanas de tratamiento continuo. La dosis inicial
de 2,5 mg/Kg/dia ha demostrado que mejora el 75% de los signos y sintomas de la
enfermedad en alrededor del 30-60% de los pacientes. En caso de ser necesario,
la dosis puede aumentarse a 5 mg/Kg/dia, incrementando el éxito de tratamiento.
Si los pacientes presentan efectos adversos, la interrupcion de la terapia producira
que la psoriasis reaparezca en un periodo de 3 a 4 meses, independientemente que
la suspension sea escalada o directa. La gestion de CsA se basa en la monoterapia,
ya que no existe evidencia que respalde alguna sinergia con otro medicamento

sistémico (5).

La nefrotoxicidad de CsA es dependiente de la dosis y duracion del tratamiento.

Alrededor del 30% de los pacientes psoriasicos que siguen un tratamiento con este
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medicamento presentan elevacion de creatinina sérica, acido urico y potasio (6,7).
La CsA afecta a las células tubulares ocasionando atrofia tubular, incremento de
citocinas proinflamatorias, fibrosis intersticial, incremento del estrés oxidativo y
apoptosis. Varios radicales libres estan implicados en la nefrotoxicidad inducida por

CsA, siendo el radical superéxido el mas importante (8).

En los ultimos afos, la suplementacion con antioxidantes exdégenos que provienen
de los alimentos han sido motivo de estudio como una alternativa terapéutica para
disminuir la nefrotoxicidad causada por CsA en modelos animales (8). Sin embargo,
el impacto de antioxidantes como la vitamina C en la nefrotoxicidad inducida por

CsA en el contexto de la psoriasis no ha sido suficientemente estudiado (9).

2. MARCO TEORICO

21. Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria cronica incurable de la piel que se
caracteriza por papulas y placas de diferentes tamafos y configuracion, cubiertas
por escamas estratificadas, imbricadas y abundantes, de color grisaceo o blanco
nacarado y de localizacion casi siempre simétrica (10). Tiene una expresion clinica
caracteristica con lesiones eritemato-escamosas de extension y severidad variables
(11,12). Esto da lugar a que la psoriasis tenga diferentes clasificaciones como son:
pustulosa, folicular, guttata, en placas y eritrodérmica (Figura 1). Adicional a los
cambios fenotipicos en el tegumento, se presentan prurito, dolor y agrietamiento
(13).

La psoriasis se considera una patologia idiopatica ya que puede aparecer a una
edad temprana o tardia, con alta incidencia entre los 20 y 55 afos independiente
del sexo presentando sintomas graves con influencia de los antecedentes
familiares. Este trastorno esta relacionada a una susceptibilidad genética poligénica
aumentando el porcentaje a 41% del numero de hijos afectados, cuando ambos
padres padecen la enfermedad (14,15). Ademas, la psoriasis esta vinculada como
un factor de riesgo para muchas enfermedades como: enfermedades
cardiovasculares, trastornos gastrointestinales, tumores malignos, y trastornos del

estado de animo (13).
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Se ha evidenciado la efectividad del tratamiento de la psoriasis con inhibidores de
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), inhibidores de interleucina 17 (IL-17) e
inhibidores de interleucina 23 (IL-23) como agentes biolégicos que suprimen la
funcién de citocinas especificas. Sin embargo, también se ha reportado que la
psoriasis es inestable al tratamiento con estos agentes, lo que sugiere que un eje

inmunoldgico distinto del TNF-a, IL-17 e IL-23 podria estar involucrado su

patogénesis y evolucion clinica (16).

Figura 1. Formas clinicas de la psoriasis, A) Pustulosa, B) Folicular, C) Guttata, D) Placas y E) Eritrodérmica

2.1.1. Incidencia a nivel mundial y México

A nivel mundial, la psoriasis afecta alrededor del 0.1 al 6% de la poblacion;
estimando que 2% de la poblacion europea la padece, asi como del 1 al 2% en el
continente americano (10). En México, la psoriasis afecta a 2.5 millones de la
poblacion en general. La Organizacion Mundial de la Salud, clasifico a la psoriasis
como una de las enfermedades de tipo no infeccioso, mas graves (13). Ademas de
las lesiones cutdneas pueden manifestarse alteraciones ungueales hasta 55% de
los pacientes (12). Existen diversos factores que influyen en su desarrollo como
traumatismos, estrés y predisposicion genética (17).
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Aunque no hay investigaciones exhaustivas sobre la psoriasis en México, en un
estudio descriptivo, participaron un total de 209 mexicanos que fueron divididos en
dos grupos: el primero estuvo conformado por 103 pacientes con psoriasis y el
segundo, por 106 personas voluntarias libres de la enfermedad. Se traté de
individuos que acudieron a la consulta externa del Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez durante febrero de 2010 a febrero de 2011. La edad media del grupo con
psoriasis fue de 48.37 (x 15) afios. Dentro del grupo estudiado, 56 (54.4 %) fueron
mujeres y 47 (45.6 %), hombres. En lo referente al grupo con psoriasis, la mayoria
de los pacientes presentaron psoriasis leve a moderada, con una media de 15.72
(x 14.60) puntos con base en el sistema PASI; 75 (72.8 %) pacientes presentaron
psoriasis leve; en 25 (24.3 %) de ellos se observo psoriasis moderada y 3 (2.9 %)
pacientes tuvieron psoriasis grave. La psoriasis en placas fue la forma de

presentacion clinica mas comun, representando el 94.2% de los pacientes (18).

2.1.2. Fisiopatologia de la psoriasis
La psoriasis puede ser ocasionada por diversos factores desencadenantes en
pacientes genéticamente susceptibles, entre los que se encuentran traumatismos,
estrés, infeccion, y uso de farmacos como betabloqueadores, interferon alfa o litio.
Estos agentes inducen estrés en los queratinocitos, estimulandolos para producir
péptidos antimicrobianos como LL-37, x-defensinas, psoriasina y nucleétidos. Las
células dendriticas plasmocitoides son activadas por péptidos antimicrobianos y
nucleotidos secretados por los queratinocitos afectados, que se encargan de
secretar citocinas como la IL-23 a nivel de los ganglios linfaticos; desencadenando
la proliferacion, migracion y diferenciacion de linfocitos Th1'y Th17. Posteriormente,
estos grupos de linfocitos migran hacia la epidermis y como respuesta a citocinas
producidas por macréfagos, queratinocitos y células dendriticas, producen citocinas
efectoras como IL-17 e IL-22; las cuales se relacionan con inflamacién croénica,
proliferacion de los queratinocitos y reclutamiento de neutréfilos (Figura 2). Como
resultado de estos fendmenos inmunoldgicos, las lesiones psoriasicas se
caracterizan por un engrosamiento del estrato espinoso, activacion sostenida de los

queratinocitos, proliferacion y dafo tisular (19).
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Las células Th17 se caracterizan por producir citocinas como IL-17A, IL-17F, IL-21,
IL-22 e IL-26; siendo la IL-17 la mas relevante. En general, la IL-17 es producida,
no solo por células de la inmunidad adaptativa, sino también por células de la
inmunidad innata. Pese a que la produccion de IL-17 por los linfocitos T es
importante, la mayor concentracion de esta citocina proviene de células de la
inmunidad innata, como los neutréfilos y los mastocitos, lo que se evidencia en las
lesiones psoriasicas. La IL-23 y la IL-1B activan la degranulacién de los mastocitos.
Otras células secretoras de IL-17 e IL-22 son los linfocitos T y & y las células
linfoides, las cuales no necesitan un reconocimiento de antigeno para activarse ya

que reconocen patdégenos mediante los receptores de inmunidad innata (20).
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Figura 2. Fisiopatologia de psoriasis (21).

2.1.3. Danos histologicos cutaneos en la psoriasis
La histopatologia de la psoriasis se caracteriza por una serie de lesiones con
inflamacion leucocitaria, que conduce a una proliferacion descontrolada de
queratinocitos y dilatacion vascular. La dilatacion de los vasos sanguineos es el

fendbmeno mas estudiado en la psoriasis ya que es uno de los primeros signos
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detectables, causado probablemente por el aumento del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (22,23).

El inicio de la psoriasis se distingue por un infiltrado linfocitario en los vasos
sanguineos mas dilatados; posteriormente, hay presencia de hiperplasia
epidérmica, conocida como acantosis y papulas escamosas identificadas como
paraqueratosis. Después, aparece la infiltracién neutrofilica, que, en conjunto con la
paraqueratosis forma en la capa cornea una lesidon conocida como absceso de
Munro (Figura 3) (23,24).

La histopatologia de la psoriasis es reversible, comenzando con fibrosis y una
disminucién en el numero de neutrofilos. La evaluacion de esta enfermedad requiere
una correlacion clinico-patoldgica para comprender completamente el desenlace de
la patologia (23).

Paraqueratosis
Hiperqueratosis

Abscesos
de Munro

$
S |

Alargamiento
de las crestas

Figura 3. Hallazgos histopatolégicos caracteristicos de la psoriasis.

2.1.6. Medicamentos utilizados para psoriasis
El tratamiento para la psoriasis depende de su tipo clinico y gravedad. De forma

general, hay dos tipos principales de tratamientos para la psoriasis: los tratamientos
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tépicos, recomendados para pacientes con psoriasis leve a moderada
(corticosteroides, derivados de la vitamina D, tazaroteno, antralina, tacrolimus,
pimecrolimus y formulaciones mas nuevas de alquitran); y los tratamientos no
tépicos, utilizados para pacientes con psoriasis grave, los que incluyen fototerapia,
medicamentos sistémicos y biotecnologicos. Dentro de los medicamentos

sistémicos, se encuentran los inhibidores de calcineurina como la CsA (19).

2.2. Ciclosporina
La CsA es un polipéptido ciclico compuesto por 11 aminoacidos, aislado del cultivo
de la cepa del hongo Tolypocladium inflatum (25). Es un potente inmunosupresor
que se emplea con éxito en pacientes para evitar el rechazo de trasplante de injerto
y para enfermedades autoinmunes como la psoriasis. Sin embargo, su uso a largo
plazo ocasiona efectos adversos graves sobre todo en el higado y el rifidn; en
particular cuando la formulacion es una microemulsion (Neoral), cuya

biodisponibilidad se incrementa de forma considerable (26).

2.2.1. Farmacocinética de la ciclosporina

Absorcion

Tras la administracion oral de CsA, las concentraciones plasmaticas maximas se

alcanzan entre 1 - 2 horas. La biodisponibilidad oral absoluta es del 20 al 50% (27).
Distribucién

La CsA se distribuye en gran parte fuera del compartimento sanguineo, con un
volumen de distribucion de 3,5 L/Kg. En la sangre, el 33 al 47% se encuentra en el
plasma, el 4 al 9% en los linfocitos, el 5 al 12% en los granulocitos y el 41 al 58%

en los eritrocitos. En plasma, el 90% se fija a las proteinas, principalmente a las

lipoproteinas (27).
Biotransformacion

La CsA se metaboliza ampliamente dando lugar a la formacién de 15 metabolitos.
El metabolismo tiene lugar principalmente en el higado en la enzima CYP3A4 del
citocromo P450 y las principales vias del metabolismo consisten en mono y

dihidroxilacion y N-desmetilacion en varias posiciones de la molécula (26,27).
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Eliminacion

La eliminacion se realiza principalmente por via biliar. Solo un 6% de la dosis oral
se elimina por la orina y solo el 0,1% en forma de farmaco inalterado.
La vida media oscila entre 8,4 a 27 horas, el tiempo para alcanzar las

concentraciones maximas de CsA en sangre varia de 1,5 a 2 horas después de la

administracion oral (27,28).

Aunque la CsA es uno de los tratamientos mas eficaces y de accidon mas rapida
disponibles en la actualidad para la psoriasis, la tasa de mejoria depende de la

dosis, que oscila entre 2 y 5,0 mg/kg/dia (6).

2.2.2. Mecanismo de accion de la ciclosporina
El mecanismo de accion de CsA se da particularmente sobre la inmunidad mediada
por los linfocitos T (Figura 4). El farmaco se difunde al citoplasma de los linfocitos
T y se une a la ciclofilina formando un complejo que inhibe a la calcineurina
fosfatasa. Esto hace que la calcineurina no pueda desfosforilar al Factor Nuclear de
las Células T Activadas (NFATc), impidiendo su llegada al nucleo, bloqueando asi
la expresion de los genes de varias citocinas proinflamatorias como IL-2, IL-4 y el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). En
consecuencia, la ciclosporina ejerce su efecto terapéutico en la psoriasis al inhibir
la activacion de linfocitos T CD4*, disminuyendo la produccion de citocinas

proinflamatorias implicadas en la respuesta Th1/Th17 (29,30).
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Figura 4. Mecanismo de accion de la ciclosporina.

2.2.3. Posologia de la ciclosporina
La CsA esta indicada en pacientes con psoriasis moderada a severa, en quienes la
terapia convencional, resulta ineficaz e inadecuada. Para controlar la enfermedad
la dosis inicial recomendada es de 2,5 mg/Kg/dia, administrada en dos dosis. Si no
se aprecia mejoria en 1 mes, la dosis puede aumentar gradualmente, pero sin
exceder los 5 mg/Kg/dia. Los pacientes que no logran una respuesta favorable

durante 6 meses con 5 mg/Kg/dia deben suspender el medicamento (31).

2.2.4. Reacciones secundarias del uso de la ciclosporina
Los beneficios terapéuticos de los inhibidores de la calcineurina en trasplante de
organos y enfermedades autoinmunes han sido limitados por sus efectos adversos,
incluyendo nefrotoxicidad, hipertension arterial, hiperpotasemia y un aumento en
episodios cardiovasculares. El riesgo mas grave del uso de inhibidores de
calcineurina es la nefrotoxicidad que puede aparecer después del trasplante (32).

Los factores de riesgo para toxicidad renal son: edad elevada (>50 afos), dosis altas
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(>5 mg/Kg/dia), tratamientos a largo plazo (> 2 afios) e incremento del estrés
oxidativo (27).

2.3. Nefrotoxicidad causada por CsA
La nefrotoxicidad definida como lesiones renales, ya sean de tipo agudo o cronico,
desencadenada por diversos xenobiéticos. En el contexto del tratamiento con CsA,
la toxicidad renal es dependiente del esquema terapéutico. El dafio renal causado
por CsA es una anomalia funcional, relacionada con un desequilibrio renal de
mediadores vasoconstrictores y vasodilatadores, asi como la alteracion de diversas
vias de sefializacion. Esto se refleja como un aumento de la resistencia vascular
intrarrenal y una disminucion del flujo sanguineo renal reciproco, seguido de la
disminucién de la tasa de filtracion glomerular (TFG). Esta vasoconstriccion se

produce tanto en las arteriolas aferentes como en las adyacentes (27,33).

El dafio en los vasos glomerulares y arteriolares provoca una disminucion de la
excrecion de toxinas urémicas, alteracidn en el equilibrio hidroeléctrico de iones
como sodio, litio, potasio y fosfatos, y una disminucién de la reabsorcién de

bicarbonato, hipercloremia, lo que da lugar a la acidosis metabdlica (34).

Distintos estudios han reportado que la disfuncién vascular inducida por CsA resulta
de un incremento de factores vasoconstrictores en la arteriola renal como la
endotelina, el tromboxano y la angiotensina Il y al mismo tiempo una disminucion
de factores vasodilatadores como la prostaciclina y el 6xido nitrico (NO), lo que
conlleva a un desequilibrio entre la vasoconstriccion renal y las sustancias
vasoactivas, resultando en la disminucién de la TFG y del flujo plasmatico (5,34).
Asimismo, el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el aparato
yuxtaglomerular da lugar a la activacion del sistema renina-angiotensina,
promoviendo la desregulacién del sistema simpatico, lo que deteriora la

hemodinamica renal (35,36).

Ademas de lo ya mencionado, CsA causa dafo renal debido a su interaccién con
las células tubulares, estimulando la transicion epitelial-mesenquimal (EMT). Si bien

la EMT es destacable en la tumorogénesis y en la embriogénesis, también tiene un
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papel relevante en la remodelacién de érganos parenquimatosos, en los cuales

promueve la fibrosis (37).

Otra de las maneras por la CsA afecta al rindbn, es mediante la apoptosis por
activacion de la via FAS. Esta proteina pertenece a la superfamilia del receptor de
factor de necrosis tumoral y su via de senalizacion es un mecanismo extrinseco que
se encarga de la muerte celular programada, supresion de tumores y regulacion del
sistema inmune (38). De acuerdo con diversos estudios, CsA promueve la apoptosis
mediante esta via al incrementar la expresion de FAS y disminuir la actividad de
factores anti-apoptéticos como Bcl-2 y Bcl-xL con la liberaciéon de citocromo c al
citosol y la translocacidén de Bax a la mitocondria, lo que provocé un desequilibrio
entre Bcl y Bax (39).

2.3.1. Danos histologicos en el rindn causados por CsA

La toxicidad por CsA produce una alteracion progresiva de la funcidén renal e
histologicamente, se observan lesiones arteriolares, hipercelularidad de
mesangiales, trombosis capilar glomerular, glomérulo con pérdida del penacho
capilar, infiltracion de células inflamatorias intersticiales, fibrosis intersticial, atrofia
glomerular y atrofia tubular (Figuras 5y 6) (34,40). Se cree que la isquemia crénica
causada por CsA esta asociada con la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y peroxidacion lipidica (34).

Figura 5. Alteraciones glomerulares. A) Glomérulo con fibrosis pericapsular y ligero aumento de la matriz
mesangial (en detalle se resalta la fibrosis pericapsular y la esclerosis perihiliar con la tincién de Masson) (H&E,
x400). B) Glomérulo con esclerosis difusa, disminucién de tamafo del ovillo glomerular e «hiperplasia
embrional» (H&E, %x400). C) Glomérulo con esclerosis total, rodeado de infiltrado linfocitario (H&E, x200) (41).
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Figura 6. Alteraciones tubulointersticiales en el caso clinico. A) Marcado infiltrado linfocitario en el intersticio,
acompafado de atrofia tubular (H&E, %200). B) Infiltrado intersticial a predominio linfocitario con algunos
neutrofilos que provocan tubulitis, y marcados cambios regenerativos tubulares (H&E, %x400). C) Zonas de
fibrosis intersticial con marcada atrofia tubular (H&E, %x100) (41).

2.4. Estrés oxidativoy CsA
Se ha reportado que la CsA provoca un aumento de la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La desregulacion en la homeostasis del calcio conduce
a una mayor contraccion de las células del musculo liso, que da lugar a la toxicidad
renal. Sin embargo, estos efectos estan relacionados con la produccion de ROS
(34,40).

El exceso de ROS puede producirse por factores externos como la hipoxia. Se ha
demostrado que la CsA es capaz de generar ROS y peroxidacion lipidica, lo que
parece estar directamente relacionado con el resultado patolégico. El tratamiento
con CsA induce un desequilibrio vasoconstriccion-vasodilatacion para causar
hipoxia-reoxigenacion tubular; por lo tanto, CsA podria causar la produccién de ROS

inducida por hipoxia en el riidn (34).

2.41. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de ROS vy la capacidad
del cuerpo para neutralizar estos compuestos mediante sistemas antioxidantes (42).
Las ROS se clasifican como radicales libres y no radicales; los radicales libres
incluyen anion superoxido (O 2« 7), peroxilo (ROOQOe), alcoxilo (RO¢), 6xido nitrico
(NO-) e hidroxilo (OHe+). Las especies no radicales incluyen peroxinitrito (ONOQO-),
peroxido de hidrégeno (H 202) y 4cido hipocloroso (HOCI) (42,43).
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La mayoria de las ROS son generadas a nivel mitocondrial. El anion radical
superoxido (Oze-) se forma principalmente en los complejos | y Ill de la cadena de
transporte de electrones, mediante la transferencia de electrones al oxigeno
molecular (44). El O2+- da origen al radical hidroxilo (*OH), al peréxido de hidrégeno
(H202) y el oxigeno singlete ('02), siendo este Ultimo un derivado excitado del
oxigeno molecular en estado fundamental (30Oz2) al que nos referimos como oxigeno
triplete (45).

Las ROS se forman dentro y fuera de las células, con funciones especificas dentro
del metabolismo celular, como la interpretacion de sefiales celulares, la expresion
de genes, la proteccion inmunologica y la respiracion celular. Esta caracteristica
coloca a las ROS como moléculas fundamentales en el desarrollo normal de las
células (45). El O2+- es generado por reacciones de autooxidacién y enzimaticas en
diferentes organelos celulares en las mitocondrias por la oxidacion de la
semiquinona de la ubiquinona (UgH+) y por la oxidacién de la semiquinona de la
flavina de la NADH deshidrogenasa (FpH?¢), en el reticulo endoplasmico a través del
citocromo P450 y de la flavoproteina NADPH — citocromo P450 reductasa y en el

Citosol por accién de la enzima xantina oxidasa (46).

Dentro de las sustancias que se oxidan y permiten la generacion de esta forma
reactiva se encuentran; la hemoglobina, mioglobina y catecolaminas. De igual
forma, enzimas como Xantina Oxidasa (XO) y NADPH oxidasa generan radicales
superoxidos. También, dentro de la fagocitosis es producido superdxido gracias a
la activacion de la enzima NADPH oxidasa que se encuentra en la membrana celular
(46). A continuacion, se describen los mecanismos involucrados en el estrés

oxidativo:

2.4.2. Mecanismos de defensa antioxidante
Existen varios mecanismos de defensa para contrarrestar los efectos nocivos de las
ROS incluyen compuestos de bajo peso molecular como ferritina, glutation, Vitamina
C (VitC) y vitamina E (VitE); asi como varias enzimas enddgenas como superoxido
dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa. Sin

embargo, cuando no hay suficientes antioxidantes o se generan demasiadas ROS,
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el equilibrio se altera y la posterior acumulacion de radicales libres se vuelve

generan dafo a las células (30).

2.4.3. Mecanismos enzimaticos
La XO es una enzima citosdlica que cataliza la oxidacién de la hipoxantina a xantina
y acido urico. La enzima existe en dos formas: xantina deshidrogenasa (XHD) y XO.
La XO es la principal forma productora de superéxido. La actividad de la XO esta
aumentada en los desérdenes inflamatorios de las vias aéreas, en dafo isquémico

por reperfusion, aterosclerosis, diabetes y en desordenes autoinmunes.

Otra de las enzimas involucrada es la Oxido nitrico sintetasa (NOS), que es una
familia de enzimas llamadas 6xido nitrico sintetasa que generan oxido nitrico a partir
de L-arginina, NADPH y Oz (44). La familia esta integrada por varios miembros: NOS
neuronal (NNOS), NOS endotelial (eNOS) y la NOS inducible (iNOS), todas ellas se
localizan en el citosol. La forma eNOS es la fuente primordial de éxido nitrico (NO)
en las células endoteliales vasculares. En contraste con estas tres enzimas, la NOS
mitocondrial (MtNOS) es una isoforma localizada en la mitocondria. Su localizacion
en dicho organelo asegura la formacion de ONOO-, a partir de la presencia de NO
y de O2 a nivel mitocondrial. Esta enzima puede producir superéxido cuando se
desacopla y este radical libre a su vez se combina con NO originando peroxinitrito
(ONOO ) (44,47).

2.4.4. Mecanismos no enzimaticos
Los antioxidantes exdgenos involucran sustancias de bajo peso molecular como la
VitC, la VitE, los carotenoides, los flavonoides que estan presentes en frutas,
verduras, frutos secos y cereales de consumo habitual. Los antioxidantes dietéticos
pueden retrasar el envejecimiento y mitigar las complicaciones de enfermedades

metabdlicas (48).

2.5. Acido ascérbico
La VitC o acido ascoérbico es un compuesto hidrosoluble, compuesto por seis
carbonos con una fraccién de 2, 3-nodiol. La actividad antioxidante de la VitC
proviene del 2, 3-enodiol, actuando como donante de un electron, estabilizando los
radicales libres y protegiendo a las células del dafio oxidativo (Figura 7). La VitC es
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una lactona de acido gluconico derivada del acido glucuroénico y cetolactona soluble

en agua con dos grupos hidroxilo ionizables con propiedades antioxidantes. (49,50).

La VitC es un nutriente esencial en los seres humanos, obteniéndola a través de la
dieta, actta como un cofactor esencial en reacciones enzimaticas como la
biosintesis de colageno, la carnitina, los neuropéptidos y la regulacion de la

expresion de genes (50).

OH
HO —— CH, —— CH
0
HO OH

Figura 7. Estructura quimica del acido ascorbico

2.5.1. Farmacocinética y Farmacodinamia

Absorcion

La VitC se absorbe en el intestino por transporte activo y difusién facilitada, el
mecanismo de transporte activo depende del transportador de VitC dependiente de
sodio (SVCT) y difusion facilitada por transportadores de hexosa (GLUT). Se
conocen dos isoformas de transportadores, aunque son similares en la secuencia y
estructura de aminoacidos, tienen diferentes distribuciones tisulares. El
transportador de VitC dependiente de sodio tipo 1 (SVCT1) producto del gen
SLC23A1 en humanos es responsable de la absorcion y reabsorcion de la VitC en
las células tubulares intestinales y renales, respectivamente SVCT1 existe
principalmente en las membranas del borde en cepillo apical, los enterocitos y las
células tubulares. El producto SVCT2 del gen SLC23A2 en humanos encuentra en
el cerebro y la glandula suprarrenal. La biodisponibilidad de la VitC disminuye con
una dosis creciente siendo del 100% en una dosis baja de 200 mg y cayendo a un
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promedio de 73% en una dosis de 500 mg y a aproximadamente 50% en la dosis

de 1.25 g. Dosis mas altas tienen una biodisponibilidad incluso menor (51,52).
Distribucién

Los niveles plasmaticos de VitC en una poblacion adulta sana oscilan entre 40 y 65
MM. Son mas altos en la categoria de 6 a 11 afios y disminuyendo gradualmente.
Sin embargo, hay un aumento en la poblacion mayor de 60 afios tanto en hombres
como en mujeres. Las mujeres presentan en general niveles plasmaticos mas altos

que los hombres. Los niveles plasmaticos mas altos de VitC en estado estacionario

a largo plazo por administracion oral son 70-85 yM (53).

Se ha reportado que los niveles plasmaticos de VitC a través de SVCT2 en liquido
cefalorraquideo son de aproximadamente 200 uM, cuatro veces mas alto que los
niveles plasmaticos promedio. También hay informes de que la VitC puede pasar a
través de la barrera hematoencefalica en forma de acido deshidroascorbico a través
del transportador de glucosa GLUT1(53,54).

Biotransformacion

El metabolismo de la VitC esta ligado a su funcién antioxidante. Como se ha
demostrado, sirve como un donante de electrones en reacciones bioldgicas, por lo
tanto, se transforma en &acido deshidroascérbico (DHA) y se reduce a acido
ascorbico a través del radical ascorbilo. Aunque este es un radical libre, tiene la
facilidad de convertirse facilmente en acido deshidroascérbico o en acido ascorbico,

lo que lo hace relativamente inerte (49,53).

Eliminacion

La eliminacién de la VitC es renal y aumenta con el incremento de la dosis. La vida

media de excrecion del acido ascoérbico depende de la via de administracion, la

cantidad administrada y la velocidad de absorcion. Tras una dosis oral de 1 g, la

vida media es de aproximadamente 13 horas. Cuando se ingieren 1 - 3 g del acido

ascorbico al dia, la principal via de excrecion es la renal. Con dosis superiores a 3

gramos, se excretan cantidades cada vez mayores de forma inalterada en las heces.

El exceso de VitC absorbido y los metabolitos inactivos se excretan por la orina de
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forma inalterada, lo que permite analizar analiticamente si existe o no, un estado de

saturacién de acido ascoérbico (55).

2.5.2. Posologia del acido ascérbico

La vitamina C (vitC) es un compuesto hidrosoluble de amplio uso en todo el mundo.
Sin embargo, se estima que alrededor de 5% al 65% de la poblacion no tiene una
ingesta adecuada. La ingesta recomendada de vitC para adultos >19 afios es
dependiente del sexo y la edad, la dosis sugerida es de 75 mg para las mujeres y
90 mg para los hombres (56). En mujeres embarazadas se recomienda dosis de 85

mg Yy lactancia materna 120 mg (57).

2.5.3. Reacciones adversas del acido ascoérbico

Se ha reportado que la administracion de dosis altas entre 1 y 200 g en particular
por via intravenosa, provoca nefropatia por acumulaciéon de oxalato de calcio, que
al ser insoluble en agua se cristaliza dentro de los tubulos renales y el epitelio, estos
cristales inducen dafio al epitelio tubular causando lesion tubular aguda y una

presentacion clinica de lesion renal aguda (49,53).

2.5.4. Fuentes alimenticias del acido ascérbico

En los humanos la principal fuente de vitamina C es obtenida a través de los
alimentos, particularmente de los frutos y verduras. A nivel mundial la, guayaba, la
grosella negra, el kiwi, la fresa, el brécoli, la col rizada, espinaca, papa, jitomate y

los pimientos son una fuente rica de vitamina C, tabla 1, (563,58)

Tabla 1. Frutas y verduras ricos en vitamina ¢

Alimentos Contenido de vitamina C por cada 100 g
Guayaba 273

Pimientos 131

Papaya 80

Kiwi 71

Coliflor, col y repollo 65-67

Frambuesa 60

Limoén y naranja 50
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Mango 37
Mandarina 35

2.5.4. Beneficios fisiologicos por el consumo de acido ascoérbico

La VitC, en su forma de ascorbato actua como antioxidante capaz de reducir el dafio
oxidativo en las células endoteliales y el subsiguiente aumento de la permeabilidad
dependiente del endotelio, al proteger la generacion de NO endotelial por medio de
la NOS endotelial, ya que el ascorbato protege contra la fuga vascular al suprimir la

activacion de la proteina fosfatasa A2 (49).

La VitC esta presente en varios procesos como la sintesis de colageno, la sintesis
de hormonas (noradrenalina/adrenalina y hormonas peptidicas), la sintesis de
carnitina, la transcripcion génica y la regulacién de la traduccién a través de
diferentes mecanismos (hidroxilacién de factores de transcripcion, ARNt y proteinas
ribosémicas, desmetilacion de ADN e histonas), la eliminacién de tirosina, la
proteccion contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la reduccion del hierro

en el tracto gastrointestinal (53).

La VitC favorece la migracion de neutrdfilos al foco infeccioso, mejora la fagocitosis,
la generacion de oxidantes y la destruccion microbiana. De manera concomitante,
protege el tejido del huésped del dafio excesivo al potenciar la apoptosis de
neutréfilos y su eliminacion de los macréfagos, y al disminuir la necrosis de
neutrofilos. Estudios reportan que la VitC es necesaria para que el sistema
inmunitario genere y mantenga una respuesta adecuada contra los patégenos,
evitando al mismo tiempo un dafo excesivo al huésped. La VitC parece ser capaz
de prevenir y tratar infecciones respiratorias y sistémicas al mejorar diversas

funciones de las células inmunitarias (59).

2.5.6. El acido ascérbico y la modulacion de la nefrotoxicidad mediada por
farmacos

De acuerdo con la literatura, la suplementacion de sustancias antioxidantes con CsA
tiene efectos positivos sobre marcadores de estrés oxidativo e inflamacion. Parra

Cid y col. reportaron que el uso de vitC y VitE puede contrarrestar la nefrotoxicidad
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provocada por CsA en modelos animales incrementando la actividad intracelular de
enzimas antioxidantes (60). Por otro lado, De Vries y col. determinaron que el uso
de VitC y VitE puede disminuir los niveles de CsA en el organismo, lo que se traduce

en una mejora de los niveles de creatinina sérica (61).

La suplementacion con antioxidantes como la Vitamina C se ha sugerido como una
alternativa atractiva para disminuir la nefrotoxicidad (62) inducida por otros farmacos
como el metotrexato, cisplatino y gentamicina. (63,64) Sin embargo, su efecto
nefroprotector durante el tratamiento con ciclosporina en el contexto de la psoriasis

es desconocido.

3. JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado que la vitamina C (vitC), un antioxidante de amplia
disponibilidad comercial, posee efectos protectores frente al dafio inducido por
farmacos nefrotoxicos. No obstante, su accion renoprotectora durante el tratamiento

de la psoriasis con ciclosporina A (CsA) aun no ha sido completamente dilucidada.

Dado que la psoriasis es una de las enfermedades dermatoldgicas autoinmunes de
mayor prevalencia en México, y considerando que el estrés oxidativo y la
nefrotoxicidad constituyen factores de riesgo que incrementan la morbimortalidad
en estos pacientes, resulta relevante evaluar el efecto de la vitC sobre la
nefrotoxicidad inducida por la CsA. Esta estrategia podria representar una
alternativa terapéutica novedosa para prolongar la duracion del tratamiento, atenuar
la toxicidad renal e incrementar la calidad de vida de los pacientes, contribuyendo
ademas a mitigar la falta de adherencia terapéutica asociada al uso de este farmaco

en el tratamiento de la psoriasis.
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4. HIPOTESIS

La vitC modifica a marcadores de estrés oxidativo, inflamacion y nefrotoxicidad

inducida por CsA en un modelo murino de psoriasis inducida por Imiquimod.

5. OBJETIVOS
5.5. Objetivo general

Evaluar el efecto de vitC sobre marcadores de estrés oxidativo y nefrotoxicidad

inducida por CsA en un modelo murino de psoriasis inducida por Imiquimod.

5.2. Objetivos especificos
a) Analizar la influencia de vitC, sola y en combinacion con CsA sobre severidad
de la psoriasis, evolucion del peso corporal e indice esplénico en el modelo murino

de psoriasis.

b) Examinar el impacto de vitC sola y combinada con CsA sobre el peso relativo
de los rifiones e histologia de tejidos (rindn, piel y bazo) en el modelo murino de

psoriasis.

C) Cuantificar marcadores oxidantes y antioxidantes en homogenados de tejido

renal en el modelo murino de psoriasis.

d) Estimar valores de marcadores bioquimicos renales e inflamatorios en el

modelo murino de psoriasis

6. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto estuvo representado por diversas etapas. Los detalles de cada

una de estas se describen a continuacion

6.1 Especie animal

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6 con un peso de 25-30 g (9-11
semanas) provistas por el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
campus Juriquilla, Querétaro. A su llegada al laboratorio de Farmacognosia y
Farmacologia experimental, en la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, se dejaron 3 semanas de
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aclimatacion en el bioterio bajo las siguientes condiciones: 22+3 °C, humedad 70%,
luz artificial con periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, alimento y agua ad
libitum. Antes de iniciar los experimentos, los grupos de estudio se formaron de la
siguiente manera: (n=5): grupo 1 (control negativo - vaselina); grupo 2 (control
positivo-psoriasis inducida IMQ 5%); grupo 3 (IMQ 5% + vitC 175 mg/Kg/dia sc);
grupo 4 (IMQ 5% + Cs A 250 mg/Kg/dia vo); grupo 5 (CsA 250 mg/Kg/ dia vo); grupo
6 (vitC 175 mg/Kg/dia sc); grupo 7 (IMQ 5%+ vitC 175 mg/Kg/dia sc + CsA 250
mg/g/dia vo).

6.2 Induccién de psoriasis y nefrotoxicidad

Después de las semanas de aclimatacion se aplico Imiquimod al $% (Quimara®)
(IMQ) a la piel dorsal de los animales durante 7 dias para inducir la lesién psoriasica,
previa depilacion. A los grupos a los que se les indujo nefrotoxicidad con CsA, se
les administrd la dosis correspondiente a 250 mg/Kg de CsA al 10% (Ciclomun®,
Kiron) [No. Q-0790-140] mediante canula, después de 4 h de la administracion de
IMQ en el cuarto dia de intervencion. Los grupos con VitC (Dechra) [No. Q-0036-

342], fueron administrados 6 h después del IMQ, por via subcutanea durante 7 dias.

El dia 7 después de los procedimientos, los grupos experimentales se mantuvieron
en ayuno durante 12 h y se procedié al sacrificio del modelo biolégico, con una
sobredosis de pentobarbital sédico al 6.5% (Sedalpharma®, Petpharma) [Q-7972-
004], por via intraperitoneal. Cuando los animales alcanzaron un estado de
anestesia profunda, se procedié a la decapitacion y obtencién de la muestra
sanguinea; a partir de la cual se recupero el suero, para las determinaciones
bioquimicas como urea, creatinina y acido urico. Ademas, se extrajeron los 6rganos

rindn y piel quienes fueron utilizados para analisis macroscopico e histopatoldgico.

6.3 Periodo de observacion

Para el monitoreo de los animales, se registrd la evolucion del peso corporal. Los
ratones fueron pesados los dias 0,4 y 7. Durante los 7 dias de administracion, los
grupos se mantuvieron en constante observacion, por lo que se analizo la severidad
de lesiones dérmicas, a través de la determinacion del indice de Severidad del Area

de Psoriasis (PASI) evaluando los parametros; induracion, descamacion y eritema,
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teniendo una puntuacion de 0 a 4. También se monitorearon el consumo de alimento

y del agua.

6.4 Analisis macroscopico
Para el analisis macroscopico se extrajeron y se pesaron los siguientes érganos:
corazoén, rifiones, pulmones, piel y bazo. Para calcular el indice esplénico se utilizd

la siguiente ecuacion.

indice esplenico = (m) (100%)

Peso corporal

Los dérganos fueron depositados para su conservacién en una solucién buffer de
fosfatos (PBS, 0.1 M) con formaldehido (PFA, 10%) taponada a un pH de 7.4.

6.5 Analisis histopatolégico

Para el analisis histopatolégico, los 6rganos previamente mencionados se
sometieron a un proceso de deshidratacién en concentraciones ascendentes de
alcohol; posteriormente, se aclararon empleando un liquido diafanizador (xilol)
HYCEL, dandole un aspecto translucido al tejido, brindandole la solubilidad para su
posterior inclusion de parafina (Paraplast Leica®). Los cortes histopatoldgicos se
realizaron en el Laboratorio de Patologia de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo con un
micrétomo de rotacion de RM2125 Leica Microsystems Nussloch GmbH. Se
realizaron cortes a 3 ym y se montaron a una laminilla para su posterior tincién con

hematoxilina-eosina.

Después se evaluaron danos histopatologicos (indice de Baker e indice renal),
donde todas las secciones fueron calificadas a ciegas por investigadores

independientes y se registré la puntuacion medida.

6.6 Homogenados de tejido renal

Se depositaron 50 mg de tejido renal previamente lavado con solucién fisioldgica.
Al tubo se le afiadieron 500 ml de solucion de buffer de fosfatos conteniendo
inhibidores de proteasas. Se homogenizaron durante 10 segundos en bafio de hielo.
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Los homogenados obtenidos se mantuvieron en ultracongelacion a una temperatura

de -70°C para su conservacion.

6.7 Analisis de concentracion de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realizé mediante el método colorimétrico del Acido
Bicinconinico (BCA) con el kit BCA Protein Assay No. P0O11 APB Biosciences
(Rockville, MD, Estados Unidos), que involucra la reduccion de Cu*?2a Cu*! por
las proteinas que se encuentran en una solucién alcalina. En una microplaca se
afiadio 20 pL de muestra y 200 pL de solucion BCA por triplicado, y se agitoé por 30
segundos. Se incubd por 30 minutos a 37°C y se registro la densidad Optica a 562
nm. Se obtuvo la concentracion proteica al interpolar las absorbancias obtenidas
con una curva patron de concentraciones conocidas que fue tratada de la misma

manera.

6.8 Determinacion de marcadores de estrés oxidativo, marcadores

bioquimicos e inflamatorios renales

6.8.1 Malondialdehido

Consiste en la determinacion colorimétrica de MDA cuando reacciona con acido
tiobarbiturico, formando un aducto a altas temperaturas, utilizando el kit comercial
TBARS Assay Item No. 10009055 Cayman Chemical Company (Ann Harbour, M,
Estados Unidos). El ensayo consiste en afadir 100 uL de muestra y 100 uL de
solucion SDS en un tubo para centrifuga y después se colocan 800 uL de agente
cromogénico. Los tubos se colocaron en bafo seco a 95°C por una hora y se detuvo
la reaccién con un bafo de hielo. Estos se centrifugaron por 10 minutos a 1600 g a
temperatura ambiente, y se recuperd el sobrenadante. En una microplaca se
colocaron 200 pL de analito por triplicado y se determiné la absorbancia a 540 nm.

Se realizdé una curva estandar de forma paralela.

6.8.2 Estado Total Oxidativo

Se basa en la capacidad de transformar el Fe*? a Fe*3. Se ultilizé el kit Total Oxidant
Status Colorimetric Assay E-BC-K802-M Elabscience® (Houston, TX, Estados
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Unidos) que gracias al potencial oxidante de ciertas moléculas en un medio acido el
Fe*? se une al naranja de xilenol formando un complejo coloreado. Se depositaron
en una placa de 96 micropocillos, 20 uL de muestra y 200 yL de agente
cromogeénico. Se mezclé con un agitador de placas y se tomo6 una absorbancia a
590 nm (blanco), posteriormente se adicion6 50 pL de sustrato se incubd por 5
minutos a 37°C; se realiz6 una segunda lectura a la misma longitud de onda. Se
sustrajo la absorbancia del blanco y se estimé la concentracion con una curva de

calibracion realizada bajo las mismas condiciones.

6.8.3 Superéxido dismutasa

La cuantificacion de la actividad de SOD se realizé con la ayuda del kit comercial
Total Superoxide Dismutase Activity Assay (Hydroxylamine Method) E-BC-K019-M
Elabscience® (Houston, TX, Estados Unidos). Se produce O2+- mediante la XO, lo
que oxida a la hidroxilamina formando nitritos, estos seran inhibidos mediante la
accion de SOD. Se colocaron 5 uL de muestra previamente diluida, 90 uL de buffer
de trabajo y 30 uL de solucién enzimatica en una placa para microensayos. Se
homogeniz6 con ayuda de un agitador de placas y se incubd por 50 minutos a 37°C.
A continuaciéon, se agregaron 180 puL de agente cromogénico y se registraron
lecturas a una longitud de onda de 550 nm. De forma simultanea se realiz6 una

curva patrén.

6.8.4 Catalasa

Para determinar la actividad catalitica de la catalasa se empled el kit Catalase
Activity Assay E-BC-K031-M Elabscience® (Houston, TX, Estados Unidos) que se
fundamenta en la descomposicion de H202 y su reaccion con el molibdato de
amonio para formar un complejo. Se adicionaron 20 uL de muestra y 200 uL de
solucion buffer en tubos eppendorf. Se incubaron por 5 minutos a 37°C y se
afiadieron 20 uL de sustrato. Se dejaron reposar por 10 minutos a temperatura
ambiente y se realizd una lectura de absorbancia a 405 nm. La curva estandar se

realizé de la misma manera para poder obtener la concentracién de las muestras.
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6.8.5 Capacidad Antioxidante Total

El analisis se llevdo a cabo mediante el kit Total Antioxidant Capacity Assay
Oxiselect™ STA-360 Cell Biolabs, Inc (San Diego, CA, Estados Unidos), que se
basa en el potencial de reduccion del cobre. Se afiadieron 20 uL de muestra y 180
uL de buffer de reaccién. Se obtuvo la primera absorbancia a 490 nm y se agregaron
50 uL de solucion de cobre. Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se
adicionaron 50 uL de solucién de paro. Se realizé una segunda lectura a la misma

densidad optica para obtener concentraciones a partir de una curva patron.

6.9 Marcadores de inflamacion

6.9.1 Factor de Necrosis Tumoral

El método utilizado proviene del kit comercial Mouse TNF-a Legend Max 430907
Biolegend (San Diego, CA, Estados Unidos), el cual consiste en un ensayo
inmunoenzimatico tipo sandwich. Se colocaron 50 uL de muestra en una placa
recubierta con un anticuerpo especifico para TNF-a y se incubé por 2 h a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados con buffer y se afiadieron 100 uL del
anticuerpo secundario, procediendo a una segunda incubacién por 1 h a
temperatura ambiente. Después se realizaron nuevamente tres lavados con buffer,
seguido de la adicion de 100 yL de un conjugado de avidina-HRP a cada pozo,
incubando por 30 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 100 uL de
solucion sustrato, siguiendo una incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente.
Por ultimo, se detuvo la reaccion con 100 uL de solucion de paro y se obtuvieron
absorbancias a 450 nm para célculo de concentraciones. A la par se realizd una

curva de estandares.

6.9.2 Interleucina 6

Se siguieron las instrucciones del kit comercial Mouse IL-6 Legend Max 431307
Biolegend (San Diego, CA, Estados Unidos), el cual corresponde a un ELISA tipo
sandwich. Se depositaron 50 uL de muestra en una placa previamente recubierta
con un anticuerpo especifico para IL-6 y se incubo por 2 h a temperatura ambiente.

Se realizaron lavados con buffer y se adicionaron 100 pL del anticuerpo secundario,
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procediendo a una segunda incubacion por 1 h a temperatura ambiente. Después
se realizaron nuevamente tres lavados con buffer, y se agregaron 100 pyL de un
conjugado de avidina-HRP, incubando por 30 minutos a temperatura ambiente. Se
afadieron 100 pL de solucion sustrato, siguiendo una incubacion de 15 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, se detuvo la reaccion con 100 pL de solucion de
paro y se obtuvieron absorbancias a 450 nm para calculo de concentraciones. Las
concentraciones se obtuvieron por interpolaciéon de resultados con una curva de

calibracion para IL-6 realizada con el procedimiento previamente descrito.

6.9.3 Molécula de daino renal (KIM-1)

La cuantificacién del marcador de dafo renal KIM-1 se llevd a cabo con el kit
comercial numero MBS164775 del fabricante Mybiosource, Inc. (San Diego, CA,
Estados Unidos), el cual consiste en un ELISA tipo sandwich. En una microplaca
recubierta con anticuerpo especifico para KIM-1, se adicionaron 40 uL de muestra,
10 uL de anticuerpo secundario y 50 upL del conjugado estrepavidina-HRP,
incubando por 1 h a 37°C. Se realizaron lavados y se afiadieron 50 ul de solucién
sustrato A y 50 pde solucion sustrato B, y se incubo por 10 minutos a 37°C. Se freno
la reaccion agregando 50 pL de solucion de paro y se procedid a realizar una lectura
de absorbancia a 450 nm. Se prepard la curva estandar de KIM-1 de manera

simultanea para determinar las concentraciones de cada muestra.

6.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados con los programas de analisis JMP 6, IBM
SPSS Statistics y GraphPad Prism 8. Para determinar la normalidad de las
variables, se realiz6 la prueba de Kolmogorv-Smirnov. Los resultados se muestran
en mediatSEM. Las comparaciones intragrupo se realizaron mediante el analisis de
varianza (ANOVA); en caso necesario, se realizaron analisis post-hoc de Tukey y
Dunn. Todos los resultados con un valor de p <0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

34



7. RESULTADOS

7.1. Consumo de alimento y peso corporal

El peso corporal de los grupos experimentales y del grupo control se muestran en
la Figura 8. El grupo control y el grupo de vitamina C demostraron un incremento
del peso corporal el dia 4 y 7. En cambio, se observdé una disminucion del peso

corporal de los grupos de CsA y IMQ+CsA.
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Figura 8. Evolucioén del peso corporal de los grupos experimentales y del grupo control, durante la induccién de
psoriasis inducida por IMQ y tratada por CsA. Los valores son expresados como media + SEM. *ANOVA p<0.05

7.2. Evaluacion del PASI

En la Figura 9 se muestra la evaluacion del PASI en los grupos experimentales. El
grupo control, VitC y CsA no presentaron signos de psoriasis puesto que no tuvieron
intervenciéon. En los grupos tratados con IMQ, se observd que el grupo control
positivo IMQ, el grupo de IMQ+VitC, y el grupo de IMQ+CsA presentaron
descamacion, eritema y endurecimiento, lo que evidencié el establecimiento de la
psoriasis. En el grupo de IMQ+CsA+VitC, pudo observarse que el eritema
disminuyd, pero el endurecimiento y descamacién se mantuvieron en niveles

similares a otros grupos experimentales.
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Figura 9. Evaluacion de las lesiones dérmicas del Indice de Severidad del Area de Psoriasis (PASI). A:
VASELINA, B: VitC, C: CsA, D: IMQ, E: IMQ+VitC, F: IMQ+CsA, G: IMQ+CsA+VitC

En la Figura 10, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
valor del PASI total. Sin embargo, pudieron apreciarse tendencias hacia la
disminucién del PASI en los grupos tratados con CsA 'y VitC. El grupo de IMQ obtuvo
una puntuacion del PASI de 10 correspondiente a psoriasis severa; el grupo de
IMQ+VitC y el grupo de IMQ+CsA tuvieron un PASI entre 7 y 8 correspondiente a
psoriasis moderada. El grupo de IMQ+CsA+VitC mostré un PASI de 6 que

corresponde a psoriasis moderada.
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Figura 10. Puntuaciéon del PASI correspondiente a descamacion, eritema y endurecimiento de los grupos
experimentales con IMQ, CsA y VitC en comparacién con el grupo vaselina. Los valores son expresados como
media + SEM. Las letras distintas sobre las columnas indican diferencias estadisticamente significativas.
*ANOVA p<0.5; a, b: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey p<0.5
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7.3. Analisis macroscopico y peso relativo de los 6rganos
En el analisis macroscopico de los 6rganos no se observaron cambios morfolégicos
visibles en cuanto al color y alteraciones de la posicion del riidn, pulmones, corazén
y bazo. En la Figura 11 se muestran los pesos de los érganos de los grupos de

estudio, donde se observaron diferencias significativas en el bazo.
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Figura 11. Peso relativo de los 6rganos de los grupos experimentales tratados con IMQ, CsA y VitC. Los valores
son expresados como media + SEM. Los valores son expresados como media + SEM. Las letras distintas sobre
las columnas indican diferencias estadisticamente significativas. *ANOVA p<0.5; a, b: Diferencias intragrupo
determinada con Prueba de Tukey p<0.5

7.4. Analisis histopatolégico

En el analisis histopatologico se evalu6 el indice de Baker, que describe
semicuantitativamente los cambios histolégicos de la piel psoriasica (65). De igual

modo, se evalud el indice renal donde se observaron hallazgos propios de la
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nefrotoxicidad, en los grupos tratados con IMQ y CsA tanto en monoterapia como

en combinacion con VitC.

7.4.1.Evaluacion del indice de Baker

La Figura 12 muestra la histopatologia de la piel, correspondiente a los hallazgos
propios de la psoriasis. Los grupos; vaselina, VitC y CsA presentaron una
arquitectura estructural bien conservada, tanto en la queratina, epidermis y dermis.

Los hallazgos histopatoldgicos se presentaron en los siguientes grupos:

El grupo de IMQ mostré6 en la epidermis presencia de acantosis, focos de
paraqueratosis e hiperqueratosis, un absceso de Munro con abundantes leucocitos
polimorfonucleares. En la dermis se observé abundante infiltrado inflamatorio
linfocitario, capilares dilatados, abundantes foliculos pilosos asociados a glandulas

sudoriparas apocrinas y la hipodermis presenta tejido adiposo y tejido conectivo.

La combinaciéon del grupo de IMQ+VitC demostré acantosis, una regién con
paraqueratosis e hiperqueratosis, un absceso de Munro con abundantes leucocitos
polimorfonucleares, algunas de las papilas presentan alargamiento de las crestas.
En contraste, la dermis exhibié abundante infiltrado inflamatorio linfocitario,
capilares dilatados, abundantes foliculos pilosos asociados a glandulas sudoriparas
apocrinas y la hipodermis presento tejido adiposo algunos vasos sanguineos y tejido

conectivo.

En el grupo de IMQ+CsA se apreci6 en la epidermis acantosis, con paraqueratosis
e hiperqueratosis, un absceso de Munro con abundantes leucocitos
polimorfonucleares. En la dermis se observo infiltrado inflamatorio linfocitario,
abundantes capilares dilatados y foliculos pilosos asociados a glandulas
sudoriparas apocrinas.

En la combinacion de los tres tratamientos IMQ+CsA+VitC se observd en la
epidermis un epitelio plano estratificado queratinizado con varias capas de células
e hiperqueratosis. En la dermis se distingui6 abundante infiltrado inflamatorio

linfocitario, escasos capilares dilatados, abundantes foliculos pilosos asociados a
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glandulas sudoriparas apocrinas y la hipodermis presentd tejido adiposo, con

algunos vasos sanguineos y tejido conectivo.

En el analisis estadistico global del indice de Baker (Figura 13) se determiné que la
combinacién de los tres tratamientos IMQ+CsA+VitC, disminuyé significativamente
la presencia de rasgos histopatologicos respecto al grupo de IMQ, en particular
microabscesos de Munro (Figura 14), paraqueratosis, acantosis e infiltrado

linfocitario.

Figura 12. Fotomicrografias representativas de secciones histopatologicas de tejido renal. H&E, 10x. los
grupos; A) Control (Vaselina), B) VitC y C) CsA; no presentaron hallazgos propios de la psoriasis. D) IMQ a:
paraqueratosis, b: abscesos de Munro, c: hiperqueratosis, d. infiltrado linfocitario, e: acantosis, f: congestion
papilar. E) IMQ+VitC a: paraqueratosis, b: abscesos de Munro, d: infiltrado linfocitario, e: acantosis, f: congestion
papilar, g: alargamiento de las cretas. F) IMQ+CsA a: paraqueratosis, b: abscesos de Munro, c: hiperqueratosis,
d: infiltrado linfocitario, e: acantosis, f: congestion papilar. G) IMQ+CsA+VitC c: hiperqueratosis, d: infiltrado
linfocitario, f: congestién papilar.
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Figura 13. Indice de Baker de los grupos de tratamientos como vaselina, VitC, CsA, IMQ, IMQ+VitC, IMQ+CsA
y IMQ+CsA+VitC. Los valores son expresados como media + SEM. *ANOVA p<0.5; a, b, c: Las letras distintas
sobre las columnas indican diferencias estadisticamente significativas. Diferencias intragrupo determinada con
Prueba de Tukey p<0.5
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Figura 14. Hallazgos histopatolégicos propios de la psoriasis. Los valores son expresados como media + SEM.
*ANOVA p<0.5; a, b, ¢, d: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey y Prueba de Dunn p<0.5

7.4.2. Evaluacion del indice renal
La histopatologia del indice renal (Figura 15), mostré que los grupos; vaselina y
VitC presentaron una arquitectura estructural del glomérulo y de los tubulos bien
conservada sin presencia de nefrotoxicidad. Los hallazgos histopatolégicos propios

de la toxicidad renal se presentaron en los grupos:

El grupo de CsA demostré glomérulos con engrosamiento de la capsula de Bowman
e hiperplasia de las células mesangiales. En la zona peritubular se observo fibrosis
y capilares dilatados. En algunos tubulos contorneados se observaron signos de

necrosis, como es la caridlisis de las células epiteliales tubulares.
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En IMQ se aprecio uno de los glomérulos con pérdida del ovillo vascular y los otros
glomérulos presentan hiperplasia de las células mesangiales con algunas sinequias.
También se observan capilares dilatados con trombosis capilar glomerular. En
algunos tubulos contorneados se observaron signos de necrosis, como es la

caridlisis de las células epiteliales tubulares y escasa fibrosis peritubular.

En la combinacion de IMQ+VitC en el corte histolégico de la zona cortical del rifion
hubo presencia de glomérulos con hiperplasia de las células mesangiales e infiltrado
inflamatorio linfocitario periglomerular. En los tubulos contorneados proximales y
distales se observo atrofia tubular, caracterizada por ensanchamiento de la luz
tubular con pérdida de las células epiteliales. También se observé escaso infiltrado

inflamatorio peritubular.

El grupo de IMQ+CsA en el cual se mostraron glomérulos con hiperplasia de las
células mesangiales, glomérulo con engrosamiento de la capsula de Bowman,
expansion de la matriz mesangial, pérdida del espacio glomerular, con algunas
sinequias y escaso infiltrado inflamatorio periglomerular. También se manifestaron
tubulos contorneados proximales y distales, uno de ellos con atrofia y necrosis
tubular con cilindros celulares en su interior; otros de los tubulos presentaron atrofia

con detritus en su interior y abundante infiltrado inflamatorio peritubular.

La combinacioén del grupo de IMQ+CsA+VitC se observan tres glomérulos; uno de
ellos presentd engrosamiento de la capsula de Bowman y dos de ellos mostraron
hiperplasia de las células mesangiales con expansion de la matriz mesangial.
También se observaron tubulos contorneados con atrofia tubular y algunos de ellos
presentan detritus celulares en su interior y una pequefia zona de sangrado
peritubular. Por otro lado, se observa una zona en donde se presenta
desprendimiento de tubulos contorneados. En la zona longitudinal y transversal de
tubulos contorneados proximales y distales; algunos de ellos presentan signos de
necrosis, como es la caridlisis y detritus celulares en su interior. Destaca uno de los
tubulos contorneados con atrofia marcada; observandose un gran ensanchamiento

de la luz tubular y pérdida de las células epiteliales.
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En la Figura 16 se muestra el analisis estadistico del indice renal, donde se aprecia
que el grupo de IMQ+VitC disminuyd significativamente en comparacién del grupo
de IMQ+CsA+VitC, evidenciando que la VitC no tuvo efecto sobre la nefrotoxicidad
a causa de la CsA. En la Figura 17, se aprecian los hallazgos histopatoldgicos
como: hipertrofia, disminucién del numero de podocitos glomerulares, degeneracion

y necrosis tubular.

Vaselina

Figura 15. histopatolégicas de tejido renal. H&E, 40x. Los grupos; A) Control (Vaselina) y B) VitC, no
presentaron darfios nefrotoxicos. f- Fibrosis; e- engrosamiento de la capsula de Bowman; d- vasodilatacion
capilar; h- hiperplasia de las células mesangiales; k- caridlisis; estrella- degeneracion de las células epiteliales
tubulares; t- trombosis capilar glomerular; v- glomérulo con pérdida del penacho capilar; a- atrofia de tubulos
proximales y distales de la zona cortical; c- cilindros de tubulos; i- infiltracién de células inflamatorias
intersticiales.
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Figura 16. indice renal. Los valores son expresados como media + SEM. Las letras distintas sobre las columnas
indican diferencias estadisticamente significativas. “ANOVA p<0.5; a, b, c, d: Diferencias intragrupo determinada
con Prueba de Tukey p<0.5
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Figura 17. Hallazgos histopatolégicos de la nefrotoxicidad. Los valores son expresados como media + SEM.
Las letras distintas sobre las columnas indican diferencias estadisticamente significativas. *ANOVA p<0.5; a, b,
¢, d: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey y Prueba de Dunn p<0.5

7.5. Marcadores bioquimicos

En la Figura 18 se muestran los resultados de los biomarcadores renales como
creatinina, urea y acido urico. Puede apreciarse que la creatinina aumento en los
grupos tratados con IMQ indicando una posible afectacion de la funciéon glomerular
en respuesta a la inflamacién sistémica inducida por IMQ. La combinacion con CsA
y VitC, no logré disminuir los niveles de creatinina, lo que refleja la nefrotoxicidad.
El &cido urico disminuyd significativamente en los grupos tratados con IMQ, esta

reduccién puede relacionarse con el incremento de acido urico como antioxidante
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enddgeno durante el estado inflamatorio inducido por IMQ. La urea presento niveles
significativamente inferiores en el grupo de IMQ en comparacion con el grupo de
VitC, esta disminucién puede deberse a un incremento en la eliminacion del

compuesto en respuesta al proceso inflamatorio.
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Figura 18. Parametros bioquimicos, creatinina, acido urico y urea. En los grupos tratados con IMQ, CsA y VitC
en comparacioén con el grupo de vaselina. Los valores son expresados como media + SEM. *ANOVA p<0.5; a,
b: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey p<0.5

7.6 Marcadores del estado oxidativo

En los marcadores de estrés oxidativo (Figura 19), tanto como oxidantes; estado
total oxidativo, malondialdehido y antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa y
capacidad antioxidante total), no hubo diferencias estadisticamente significativas,
excepto, en la catalasa que disminuyd significativamente en el grupo de IMQ en
comparacién con el grupo de IMQ+VitC. Por su parte, la capacidad antioxidante total
se redujo en los grupos de IMQ y CsA tanto en monoterapia como en combinacién

con VitC significativamente en comparacién con el grupo de vaselina.

44



MALONDIALDEHIDO ESTADO TOTAL OXIDATIVO

0.8+ 15+
—_ a Fry
<
2 o
= 06 2 i = a
_E a a ‘fé 1.0+ a a
E 0.4 a “g a a a
2 a = 053
£ 0.2 =
=) =
o E
0.0-
)
\Se?‘ g oe"'@‘i‘;ﬁ-c;&a‘;‘,ﬁ& \s?'vk“o G‘,v-\,&ct\\\., {A‘S’
vg_,@ SO F K SEF
K\ by \0"0 K\ FOE dp
& «
INHIBICION DE SUPEROXIDO DISMUTADA CATALASA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL
80
[=] 8 0.04 - - *
8 ] 2 I ab 2 I I
= - £ 0.03+
s o ab . ab = 0.03
© 40 - c
= b =
g £ 41 £ 0.02-
£ 20 o s
o @ 2 = 0.01
0- E
FEFEE FE 0 0.00-
S X ®
& SEF SEFEEIE SEFEESTE
o & o O
& R P B3 P o,o@“
& &

Figura 19. Marcadores de estrés oxidativo. Los valores son expresados como media + SEM. *ANOVA p<0.5;
a, b, c: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey p<0.5

7.7 Analisis de marcadores inflamatorios renales

En los marcadores inflamatorios, no hubo diferencias significativas en IL-6 y TNF-q;

en KIM-1 se observd que el grupo de IMQ presentd un aumento de los niveles
respecto al grupo control (Figura 20).
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Figura 20. Marcadores inflamatorios renal. Los valores son expresados como media + SEM. *YANOVA p<0.5; a,
b: Diferencias intragrupo determinada con Prueba de Tukey p<0.5
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8. DISCUSION

La psoriasis es una enfermedad cronica, inflamatoria, de etiologia autoinmune e
incurable. Afecta alrededor de 2.5 millones de mexicanos, entre los que se
contabiliza que del 25 al 30% presentan un cuadro clinico de moderado a severo
(66). Esta patologia se asocia a una afectacion significativa de la calidad de vida

de los pacientes, tanto a nivel econédmico como emocional (67).

En los ultimos afos se han desarrollado terapias de tipo paliativo que se enfocan en
mejorar tanto las lesiones psoriasicas, asi como la calidad de vida de los pacientes.
Entre los medicamentos mas utilizados para la psoriasis moderada a severa, se
encuentra la CsA un inhibidor de la calcineurina, sin embargo, su uso prolongado

causa nefrotoxicidad, ocasionando disfuncion vascular y tubular (68).

El estrés oxidativo y el incremento de las ROS se ha asociado a la toxicidad renal.
Entre los principales mecanismos enddgenos que contribuyen a la produccion de
ROS se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial y las oxidasas de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), ocasionando una disminucién

en la tasa de filtracion glomerular (69).

Se ha reportado que los antioxidantes son la clave para la inmunomodulacién y para
estabilizar los radicales libres (70,71). El empleo concomitante de antioxidantes
comercialmente disponible como la VitC, pueden ayudar a modular el estado
oxidativo en el contexto de la psoriasis. La VitC tiene dos grupos hidroxilos que le
facilitan la donacion de un electrén, estabilizando a los radicales libres y protegiendo

a las células del dafio oxidativo (72).

En este estudio, se explord el efecto de VitC sobre marcadores renales de estrés
oxidativo e inflamacion inducidos por CsA en un modelo murino de psoriasis. Para
evaluar la severidad de las lesiones psoriasicas existen varias métricas, siendo la
mas aceptada el PASI, que evalua parametros como descamacion, induracion y
enrojecimiento (73).

Los resultados obtenidos del indice PASI mostraron que el grupo tratado con IMQ

presentd una psoriasis severa, mientras que los grupos IMQ+VitC, IMQ+CsA vy
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IMQ+CsA+VitC, presentaron una psoriasis moderada, lo cual concuerda con los
antecedentes del modelo murino tratado con imiquimod, en donde el tratamiento
después de 7 dias produce lesiones psoriasicas de gravedad moderada a severa
(74).

El indice de Baker es una herramienta desarrollada por Baker y col. para determinar
la severidad de la psoriasis en la piel de modelos bioldgicos, en la cual se toma en
cuenta la inflamacién, presencia de abscesos de Munro, acantosis y queratinizacion
en la piel a nivel del estrato corneo, epidermis y dermis (75). Las determinaciones
del indice de Baker mostraron una disminucion significativa en la combinacion de
IMQ+CsA+VitC, ya que algunos hallazgos caracteristicos de la patologia
disminuyeron significativamente como; abscesos de Munro, paraqueratosis,
acantosis e infiltrado linfocitario. Dichos resultados concuerdan con lo descrito por
varios autores, en donde se ha demostrado que el uso de tratamientos para la
psoriasis se traduce en una disminucién del dafio histopatoldgico en la piel (76,77).
Debido a que el grupo tratado con VitC exhibié una disminucién en el indice de
Baker, se puede asumir que dicho antioxidante puede tener un efecto benéfico a

nivel cutaneo sobre la psoriasis inducida con Imiquimod.

La histologia renal es un parametro que permite detectar cambios morfolégicos en
el tejido (78). En los resultados obtenidos de la histopatologia del indice renal, en
los grupos de CsA tanto en monoterapia como en combinacion con IMQ y VitC, se
observo engrosamiento de la capsula de Bowman e hiperplasia de las células
mesangiales. En la zona peritubular se presento fibrosis, capilares dilatados y en
los tubulos contorneados presencia de necrosis y caridlisis. Estos cambios
concuerdan con lo reportado por estudios anteriores en donde diversos
medicamentos como los utilizados en la psoriasis, inducen cambios

microestructurales en rifidn (74,79).

La creatinina es el marcador de funcion renal por excelencia, ya que ademas de
poder estimar la TFG, también es un indicador temprano de lesién renal aguda (80).
Los grupos de intervencion mostraron niveles elevados de creatinina (68). El acido

urico es el producto de degradacién de las xantinas, este proceso es catalizado por
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la XO, la cual transforma la xantina a hipoxantina, y finalmente a acido urico (81).
Pudo constatarse que el acido urico se redujo notoriamente en los grupos tratados

con Imiquimod.

Dicho decremento puede obedecer a que el acido urico actuando como antioxidante
endégeno durante el estado inflamatorio inducido por IMQ, como fue reportado
previamente por Maiuolo y col. (82). La urea es un metabolito de desecho
proveniente de las proteinas, cuya alteracion indica cambios a nivel homeostatico a
nivel renal (83). En los animales tratados con IMQ, este biomarcador disminuyd
significativamente en comparacion con los animales tratados con VitC. Estos
resultados van en concordancia con lo reportado por Leelahavanichkul y col. en
donde la urea puede disminuir durante procesos inflamatorios intensos (84). Las
concentraciones séricas de estos marcadores tienen una alta relacién con los
hallazgos histopatoldgicos renales; vasodilatacion capilar, infiltracion de las células

inflamatorias intersticiales y trombosis capilar.

El malondialdehido es el producto de la peroxidacion de los lipidos insaturados
como son los acidos grasos poliinsaturados (85). Los resultados obtenidos a partir
del modelo bioldgico intervenido no exhibieron diferencias significativas entre los

grupos, lo cual concuerda con lo reportado por Diaz-de la Cruz y col. (74).

El estado total oxidativo es un parametro que mide la concentracion de moléculas
pro-oxidantes, las cuales tienen un impacto sobre diversas patologias (86). La
medicién de dicho parametro en los grupos de estudio no demostré diferencias
significativas, esto contradice lo reportado en la literatura, en la cual los pacientes
con psoriasis tienden a tener mayores niveles respecto a sujetos sanos (87). Dicha
diferencia puede radicar en que tanto los pro-oxidantes como el MDA no se

modificaron.

La superdxido dismutasa es una enzima enddgena que se encarga de dismutar el
radical superdxido para disminuir su potencial oxidante (88). La actividad enzimatica
de SOD no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio. Esto contradice a diversos estudios previos, en los cuales se exhibe que
tanto en modelos animales como en pacientes, los niveles de SOD tienden a
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disminuir (89,90). Esta contradiccion puede deberse a que, en las investigaciones

previamente mencionadas, se utilizaron otras matrices biolégicas para los ensayos.

La catalasa es otra de las defensas antioxidantes propias del organismo, que se
encarga de transformar el H202 en agua (91). En el presente estudio, los niveles de
catalasa disminuyeron significativamente en el grupo tratado con IMQ, lo cual
corresponde a lo reportado por Xion y col., donde los ratones con dicho tratamiento

presentan niveles reducidos de catalasa (92).

La capacidad antioxidante total se define como la suma de antioxidantes enddégenos
y exdgenos (89). En los grupos tratados con CsA e IMQ se observo una disminucion
de estos antioxidantes, lo que coincide con lo informado por Ghaznavi y col. al tratar
ratas con CsA (94).

La inflamacion se define como una respuesta natural del organismo frente a
lesiones, microorganismos o agentes irritantes. Este proceso esta presente en la
mayoria de las patologias, siendo el analisis de diversos biomarcadores de
inflamacion como TNF-a e IL-6, una parte importante para entender la fisiopatologia
de la psoriasis (95). En el presente estudio, los niveles de TNF-a y de IL-6 no
demostraron diferencias significativas entre los grupos de estudio, lo que
contraviene a los antecedentes, ya que se ha demostrado que tanto la VitC asi como
sus derivados puedes influir en la cascada de sefializacion de la inflamacioén (74,96).
Esta discrepancia puede deberse a diversas variables como son diferencias
intrinsecas entre la cepa animal, asi como diferencias entre la via de administracién

y el mecanismo de los farmacos (97-99).

La KIM-1 es una proteina transmembranal de tipo fosfatidilserina que se expresa en
células epiteliales tubulares renales aun no diferenciadas durante procesos de dano
renal (100). La determinacién de dicho marcador en nuestros grupos de estudio
evidencid diferencias significativas tanto en el grupo control positivo como el grupo
de CsA. El grupo de IMQ exhibi6é altos niveles de KIM-1 debido a que dicho
medicamento tiene el potencial de activar la via NF-k[3, provocando la expresion de
la molécula (101). En modelos de nefrotoxicidad con CsA se ha demostrado que

KIM-1 tiende a aumentar al evidenciarse el dafo renal, lo cual es similar a los
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resultados obtenidos (102). Existe controversia respecto a que la expresion de KIM-
1 es nula en animales sin intervencion, en el presente proyecto el control negativo
tuvo concentraciones de KIM-1 que es afin a lo reportado por diversos

investigadores tanto en animales como en humanos (103,104).

9. CONCLUSIONES

El estrés oxidativo se reconoce como un factor determinante en la evolucion de
diversas patologias, debido a esto, en los ultimos afos el uso de sustancias
antioxidantes como VitC como agente concomitante en diversos tratamientos, es
una estrategia atractiva para mejorar la calidad de vida de los pacientes. En la
presente investigacion pudo evaluarse el potencial farmacolégico del uso
concomitante de vitamina C y CsA en un cuadro clinico psoriasico. Se identifico que
la VitC atenua la severidad de la psoriasis, mejorando hallazgos histopatologicos
como abscesos de Munro, acantosis y paraqueratosis. Sin embargo, en un
escenario patolégico donde se presenta un cuadro de nefrotoxicidad inducida por
CsA en el contexto de la psoriasis, la VitC, no revirtié el dafo renal y oxidativo
inducido por la CsA e IMQ.

Globalmente estos resultados sugieren un efecto positivo de la VitC sobre las
lesiones de la psoriasis inducida con IMQ. En contraste, en un escenario clinico de
mayor complejidad donde el dafio renal se exacerba por la accion pro-inflamatoria
del IMQ y la nefrotoxicidad de CsA, la VitC no posee beneficios terapéuticos

apreciables.
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