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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto de la L-carnitina (LC) sobre el estrés oxidativo en modelo
experimental inducido con dieta rica en fructosa. Materiales y métodos. Se usaron 24
ratas machos Holtzman repartidos en 4 grupos: Control (C), Control+L-carnitina (C+LC),
Fructosa (F) y Fructosa+L-carnitina (F+LC). La bebida con fructosa al 40% fue a libre
demanda durante 56 dias en los grupos F y F+LC; el tratamiento con LC fue en los ultimos
28 dias a dosis de 500mg/kg/24h via oral en los grupos C+LC y F+LC. En higado, se
midieron LC libre, proteinas mitocondriales y posmitocondriales, ademas de
malondialdehido, glutation total, superdxido dismutasa-Mn, superdxido dismutasa
Cu/Zn, catalasa, glutation peroxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. A nivel
pancreatico, se dosificod insulina y el estudio histoldgico. En plasma se midié glucosa,
colesterol total, HOMA-IR e insulina. Resultados. El grupo F reportd6 aumento de
malondialdehido en 21% (p=0,03), disminucion de las actividades de superoxido
dismutasa Cu/Zn en 21,5% (p>0,05), catalasa en 20,7%, (p>0,05), y glutation peroxidasa
en 27% (p=0). El grupo C+LC mostr6 disminucion en 66,3% de malondialdehido (p=0),
aumento de las actividades de superoxido dismutasa-Mn (p>0,05) y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (p>0,05) y disminucion significativa de glutation peroxidasa (p<0,05) en
higado; aumentd el nivel de insulina en pancreas en 387% (p<0,001) comparado al grupo
C. El grupo F+LC increment6 el glutation total (p=0,036) en higado. Asimismo, en
plasma se produjo disminucion de HOMA-IR en 25,8% (p>0,05); aumento en tejido
hepatico de las actividades de superoxido dismutasa-Mn en 28,3% (p>0,05), catalasa en
41,3% (p=0,013) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en 77% (p=0,017). En este mismo
grupo, la LC mejora en 100 % el nivel de insulina pancreatica. Histologicamente, LC
aumenté el nimero y tamafio de islotes de Langerhans en el grupo C+LC. Conclusiones.
LC fomenta cambios metabdlicos que ratifica su rol antioxidante y ante el uso de fructosa

ayuda a mejorar homeostasis redox.

Palabras Clave: L-Carnitina; Estrés Oxidativo; Fructosa; Antioxidantes; (DeCS

BIREME).
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the effect of L-carnitine (LC) on oxidative stress, in an
experimental model induced with a diet rich in fructose. Materials and methods. 24
Holtzman male rats were used divided into 4 groups: Control (C), Control + L-carnitine
(C + LC), Fructose (F) and Fructose + L-carnitine (F + LC). The 40% fructose drink was
on demand for 56 days in groups F and F + LC; treatment with LC was in the last 28 days
at doses of 500mg / kg / 24h orally in the C + LC and F + LC groups. In the liver, free
LC, mitochondrial and post-mitochondrial proteins were measured, in addition to
malondialdehyde, total glutathione, Mn-superoxide dismutase, Cu / Zn superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase and glucose-6-phosphate dehydrogenase. At
the pancreatic level, insulin and the histological study were dosed. Glucose, total
cholesterol, HOMA-IR and insulin were measured in plasma. Results. Group F reported
an increase in malondialdehyde in 21% (p = 0.03), a decrease in superoxide dismutase
activities Cu / Zn in 21.5% (p> 0.05), catalase in 20.7%, (p> 0.05), and glutathione
peroxidase in 27% (p = 0). Group C + LC showed a 66.3% decrease in malondialdehyde
(p = 0), an increased of superoxide dismutase-Mn activities (p> 0.05) and glucose-6-
phosphate dehydrogenase (p> 0.05) and significant decrease in glutathione peroxidase (p
<0.05) in liver; insulin level in pancreas increased by 387% (p <0.001) compared to group
C. Group F + LC increased total glutathione (p = 0.036) in liver. Likewise, in plasma
there was a 25.8% decrease in HOMA-IR (p> 0.05); an increase in liver tissue of
superoxide dismutase-Mn activities in 28.3% (p> 0.05), catalase in 41.3% (p = 0.013)
and glucose-6-phosphate dehydrogenase in 77% (p = 0.017). In this same group, LC
improves the level of pancreatic insulin by 100%. Histologically, LC increased the
number and size of islets of Langerhans in the C + LC group. Conclusions. LC promotes
metabolic changes that confirms its antioxidant role and when fructose is used, it helps to

improve redox homeostasis.

Keywors: L-carnitine; Oxidative stress; Fructose; Antioxidants (MeSH NLM)



CAPITULO L. INTRODUCCION

En el Pert, segun el INEI-2 016, en la poblacion de 15 afios a mas, el 2,9 % es
diagnosticada de diabetes mellitus tipo 2, el 35,5 % es diagnosticada de sobrepeso, el 18,3
% es diagnosticada de obesidad y el 12,7 % es diagnosticada de hipertension arterial.
Todas son enfermedades no transmisibles cronicas debido al estilo de vida poco saludable
y al consumo excesivo de una dieta malsana; siendo uno de los componentes de esta dieta
malsana la fructosa, que se encuentra en bebidas azucaradas y alimentos procesados.
Diversos estudios con animales han demostrado que una dieta rica en fructosa causa estrés
oxidativo, inflamacion subclinica, alteracion en el metabolismo de lipidos conllevando a
desarrollar resistencia a la insulina y sindrome metabdlico, la persistencia de estas
condiciones puede llevar a desarrollar diabetes mellitus tipo 2.

Estas enfermedades constituyen un problema de salud publica en el Pert. Segun la
Sociedad Internacional de Farmacoeconomia e Investigacion de Resultados (ISPOR) hay
alrededor de 2 millones de peruanos con diabetes mellitus tipo 2; el costo por afio es
aproximadamente 348 dolares en los pacientes diabéticos controlados y 4 905 dolares en
los pacientes no controlados. Se realiz6 un estudio donde el 14,3 % del presupuesto en el
2 014 del programa Presupuestal Enfermedades no Transmisibles fue para el tratamiento
de pacientes diabéticos no complicados V.

En este contexto, el estudio sobre el uso de la L-carnitina (LC) como antioxidante es
importante porque aporta una nueva alternativa que podria utilizarse para reducir el estrés
oxidativo en pacientes que presentan resistencia a la insulina, hiperglicemia, sobrepeso,
obesidad, hiperinsulinismo o diabetes mellitus tipo 2, ya que estas alteraciones
metabolicas se asocian al consumo excesivo de dieta rica en fructosa y al modo de vida
poco saludable, ademas sirve de base para futuros estudios sobre este antioxidante.
Asimismo, los resultados brindan informacion relevante y la poblacion beneficiada
probablemente con este estudio es mas del 50 % de la poblacion peruana que sufre de
obesidad, sobrepeso y diabetes tipo 2, siendo esto un problema importante de salud
publica.

Por otro lado, en este estudio se ha estandarizado el modelo experimental de estrés
oxidativo en ratas inducido con dieta rica en fructosa, su relevancia es marcada por la
ausencia de investigaciones previas en el Pertl. Este modelo permitira realizar nuevos
estudios sobre los dafios que la fructosa ocasiona a nivel biologico, histologico y genético,

asi como observar los efectos de nuevos antioxidantes como LC.



OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la L-carnitina sobre el estrés oxidativo en modelo experimental

inducido con dieta rica en fructosa.

OBJETIVO ESPECIFICO
1. Determinar el nivel de insulina plasmatica y pancredtica.
2. Determinar el nivel total de LC libre en tejido hepatico.
3. Cuantificar los niveles de metabolitos pro-oxidantes de estrés oxidativo en tejido
hepatico.

4. Analizar la actividad de enzimas antioxidantes en tejido hepatico.

Las direccionalidades de los objetivos propuestos estuvieron basadas en la hipotesis que
la LC ejerce efecto antioxidante sobre el estrés oxidativo en un modelo experimental
inducido con dieta rica en fructosa. Por otro lado, la contribucion del estudio de la L-
carnitina en el modelo estandarizado es que es el primer reporte en el Peru sobre los

efectos de la LC en el tejido pancredtico y en los parametros de estrés oxidativo hepatico.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes:

En la actualidad, el estilo de vida moderna ha llevado a preparar bebidas azucaradas
industrializadas y consumir alimentos procesados con el consiguiente uso de azlcares
refinados, entre los que se encuentra la fructosa por su mayor poder edulcorante. Este
consumo cotidiano lleva a un mayor riesgo de alteraciones metabolicas como
dislipidemia, obesidad, resistencia a la insulina , hiperinsulinismo o diabetes mellitus
tipo 2 25

En diversos modelos experimentales de animales con dieta rica en fructosa se evidencia
la induccion de diabetes mellitus tipo 2 similar a la que presentan los humanos con ese
tipo de alimentacion.

Se ha reportado investigaciones realizadas en ratas bajo el modelo de dieta rica en
fructosa. Asi como un modelo de induccion de sindrome metabolico con dieta rica en
fructosa al 20 % y al 25 % durante 8 semanas, donde se observo obesidad, dislipidemia,
hipertension e hiperglicemia ©). En otra investigacion, con fructosa al 30 % en bebida a
libre demanda durante 30 dias, demostré que las ratas desarrollaron hiperglicemia y
resistencia a la insulina, encontrandose ademas disminucion del nivel de glutation (GSH)
y de la actividad de superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx), ademas
de valores elevados de lipoperoxidacién ©).

Adicionalmente, se realizé un estudio en ratas donde la dicta fue con fructosa al 60 %
durante 10 semanas, se le agregd como antioxidante la clircuma; este tipo de dieta causé
resistencia a la insulina, estrés oxidativo e inflamacion. Se demostré incremento de
malondialdehido (MDA) y disminucion de la actividad de GPx en musculo de las ratas.
Se advierte entonces, que no hay un valor preciso de consumo de fructosa para ocasionar
las alteraciones metabolicas.

Por otro lado, en diferentes enfermedades agudas o crénicas de diversas etiologias, se
observa el efecto beneficio del uso de LC, ya sea por via oral o via intraperitoneal, debido
a la disminucion del estrés oxidativo. Estos estudios se realizan en modelo experimentales
con animales o en estudios observacionales en pacientes. Por ejemplo, Mescka et al.(”)
realizaron un estudio en ratas de induccidon quimica de la enfermedad de jarabe de arce

(maple syrup urine disease, MSUD), produciéndose un incremento de metabolitos que



estimulan la peroxidacion lipidica y disminucién en el cerebro de la actividad de los
antioxidantes enzimaticos. El tratamiento con LC 100 mg/kg/24 h via intraperitoneal por
un periodo de 14 dias, demostr6é de manera eficiente que la LC fue capaz de prevenir los
efectos del estrés oxidativo causado por la inyeccion BCAA (aminoacidos de cadena
ramificada), mejoro la actividad de las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT) y
el GPx, pero sin cambio en la actividad de SOD; ademas redujo el dafio oxidativo de los
lipidos y proteinas con disminucion de MDA. Estos resultados expresan un posible papel
neuroprotector para LC como terapia adyuvante potencial a los pacientes afectados con
MSUD.

Otro estudio en ratas realizado por Zambrano et al. ®, indujeron hipertension arterial con
la administracion de L -NAME (NG — NITRO — L — arginina metil éster). Se administrd
por via oral 400 mg/ kg de peso de LC diluida en agua durante 2 semanas. La hipertension
arterial incrementd el estrés oxidativo, disminuyendo la actividad de enzimas
antioxidantes como GPx y SOD, asimismo, aumentando la actividad del glutation
reductasa, en la corteza del rindn de ratas medicadas con L-NAME frente a ratas
normotensos. Cuando se administré6 simultineamente LC, todas las alteraciones se
redujeron a nivel de los valores que se encuentran en ratas normotensos. Ademas, hubo
una reduccion de MDA en ratas tratadas con L- NAME + LC.

Asimismo, en otro trabajo observaron los efectos de la LC en ratas que indujeron
hipertiroidismo con la administracion de tiroxina fue realizado por Yildirin e al. © . El
hipertiroidismo genero estrés oxidativo. Se administré LC por 10 dias via intraperitoneal
a un grupo 100m/kg/dia y a otro grupo 500mg/kg/dia. Se reportd que, en tejido hepatico,
CAT, GPx y mieloperoxidasa fue mas bajo en ratas hipertiroideas que en ratas control.
Luego de la administracion de LC, las enzimas antioxidantes incrementaron su actividad
y se produjo disminucion de MDA. En este estudio no se observo diferencias
significativas de los efectos de administracion de LC a diferentes dosis.

Se desarroll6 un estudio en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina, seguido de la
administraciéon de LC a dosis de 200mg/kg durante 6 dias. Se observd disminucion de
MDA. La conclusion a la que llegaron fue que la administracion de LC disminuyo6 el
estrés oxidativo e incrementd la concentracion de LC en plasma, y la mejora de la
contractilidad muscular 9. De igual manera, Rajasekae et al.'" realizaron una
investigacion en ratas Wistar, donde se les alimento con dieta con fructosa (60g/100g de

alimento) y para revertir el efecto se us6 LC 300 mg/kg/24h via intraperitoneal,



evidenciando mejora significativa de la actividad de SOD, CAT, GPx y disminucién de
MDA en tejido muscular.

En una revision sistematica y metaanalisis de los efectos de la LC en Diabetes Mellitus
tipo 2, en un total de 4 estudios con 284 pacientes, se mostr6 que el tratamiento con LC
disminuy6 la glicemia, y los niveles del colesterol total y LDL(!?. Son escasos los
estudios sobre el efecto antioxidante de LC sobre las enzimas antioxidantes o enzimas
que contribuye al funcionamiento de la barrera antioxidante, asi como los metabolitos
implicados en el estrés oxidativo sobre un modelo experimental inducido con dieta rica

en fructosa en el Pert.

2.1 Aspectos teoricos:

2.2.1 Enfermedades cronicas no transmisibles y dieta rica en fructosa

Las enfermedades no transmisibles cronicas se han incrementado en los Gltimos afios,
causando la muerte de 41 millones de personas cada afo, siendo un 71 % del total de
muertes en el mundo segiin OMS (3, En estas patologias se han observado un incremento
excesivo del estrés oxidativo e inflamacién cronica. Todas estas enfermedades estan
asociadas al incremento del consumo de alimentos procesados, bebidas azucaradas, estilo
de vida sedentario, consumo de tabaco y alcohol. La fructosa se encuentra en la sacarosa
o azucar de mesa, este disacéarido tiene como componente la glucosa y particularmente la
fructosa unidas mediante el enlace alfa-4 (14

La fructosa es una hexosa isomero funcional (CsHi2Os) de la glucosa, esta es una
cetohexosa y la glucosa es una aldohexosa. El grupo carbonilo que comparten conserva
capacidad de reaccion, de oxidacion o de glicacion. Una dieta rica en acidos grasos
favorece a una mayor absorcion de la fructosa; esta se absorbe principalmente en el
duodeno, a través del transportador GLUT 5, sin gasto de ATP e independiente de
transporte de sodio, a diferencia del proceso de absorcion de la glucosa. En la parte
basolateral del enterocito, ambos azicares pasan a la circulacién enterohepatica por el
transportador GLUT 2 ®. El GLUT 5 se puede encontrar en pocas cantidades, pero puede
ser estimulada su presencia, cuando hay un excesivo consumo de fructosa y provocar un
mayor proceso de absorcion (13,

En el higado, la fructosa es metabolizado por la enzima fructokinasa, el cual presenta un

km bajo (0,5Mm) indicando una afinidad alta. La fructosa es transformada a fructosa-1-



fosfato, por diversas reacciones ingresa a la glucdlisis a nivel de la formacion de
gliceraldehido -3- fosfato. Esta ruta permite que la fructosa evite los puntos de control de
las enzimas hexoquinasa y fosfofructoquinasa, importantes para la regulacion energética.
La conversion de fructosa a triosa es independiente a insulina y una porcion de esta es
convertida a lactato. De igual manera, la via glucolitica aporta glicerol- 3 fosfato para la
sintesis de triglicéridos. El metabolismo rapido de la fructosa puede incrementar los
niveles de Acetil — CoA, con lo cual se favorece la formacion de acidos grasos, con un
incremento de triglicéridos y formacion de colesterol. Ademas, el exceso de la fructosa
inhibe la oxidacion de acidos grasos y produce alteraciones en la utilizacion de glucosa
en el hepatocito (¥,

Segtin lo reportado por Havel 19, el consumo de fructosa a grandes cantidades puede
favorecer la sintesis de APO B, siendo esta lipoproteina importante para la formacion de
VLDL, lo cual con el tiempo puede provocar aumento de triglicéridos en plasma y
relacionarse con mayor riesgo a desarrollar ateroesclerosis, aunado a la observacion de
una menor actividad enzimatica de la lipoproteina lipasa. Debido a estos cambios
metabolicos, diversas investigaciones refieren que la ingesta de fructosa se ha relacionado
con aumento de peso, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, aumento de HOMA-IR, e
hiperinsulinemia provocando con el tiempo sindrome metabolico e incluso Diabetes
Mellitus tipo 2 3,

Esto sumado a que la ingesta incrementada de fructosa facilita la produccién de gran
cantidad de especies reactivas de oxigeno (EROs), provocando estrés oxidativo. Dentro
de esta situacion se puede encontrar disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes como SOD, GPx, CAT y del nivel de GSH con aumento de niveles de MDA

como lo reportan diversos estudios 1117719,

2.2.2 Estrés oxidativo

La definicion de estrés oxidativo hasta hace unos anos, era considerado situacion en la
que cualquier sistema biologico puede ser afectado, cuando la produccion de radicales
libres es mayor a la capacidad del sistema antioxidante en contrarrestarlo; sin embargo,
se ha desarrollado un concepto mas completo, actualmente se define como estado celular
donde hay una alteracion del equilibrio de moléculas oxidantes y moléculas

antioxidantes, donde se produce lesion macromolecular y afectacion del sistema redox



tiolico, lo cual tiene como consecuencia afectacion de los mecanismos de controles y
sefalizacion redox 29,

El oxigeno es el elemento quimico mas abundante del aire, siendo parte de muchos
compuestos organicos e inorganicos. Mas del 95 % del Oz se reduce a H>0 durante el
proceso de respiracion celular. La estructura electronica del oxigeno es interesante debido
a que tiene dos electrones desapareados ocupando dos orbitales moleculares diferentes,
siendo esta estructura su estado basal. La reduccion univalente del oxigeno es cuando
gana electrones y produce especies no reducidas totalmente de oxigeno, como el anion

superoxido (O%), perdxido de hidrogeno (H20») y radical hidroxilo (Figura 1).

E- e e” e”

02 — 02'_ — HQOQ — OH' — Hgo

Figura 1. Reduccion univalente de oxigeno

El H202 no es un radical, pero puede producirlos, es asi que los EROs abarcan a los
radicales libres (anioén superdxido, radical hidroxilo, radical peroxilo, radical alcoxilo,
radical hidroxiperoxilo) y a los no radicales (oxigeno singlete, peroxido de hidrégeno,
0zono, anidn peroxinitrito, 4cido hipocloroso y 4cido hipobromoso) derivados de oxigeno
2D, Los EROs tienen la capacidad de oxidar directamente y dafiar diferentes estructuras
como DNA, proteinas y lipidos, como consecuencia se les han asociado con la
patogénesis de las enfermedades cronicas no transmisibles como la aterosclerosis,
insuficiencia renal, cancer, Alzheimer o diabetes, entre otras 2.

Cuando se produce el dafio a nivel de lipido se da el proceso de lipoperoxidacion que
consiste en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. El proceso inicia cuando
un radical libre produce una abstraccion del hidrogeno del grupo metileno del 4cido graso
polinsaturado o de membrana, produciendo un radical alquilico; se desarrolla una cadena
de reacciones que traen como consecuencia la formacion de dienos conjugados, radical
hidroperoxil lipidico y los productos finales que son MDA y 4-hidroxil-nonenal, los
productos mas toxicos de la lipoperoxidacion gracias a su capacidad de reaccionar con
macromoléculas como las proteinas ?*. En esta investigacion, se us6 la cuantificacion de

MDA como pardmetro pro-oxidante de estrés oxidativo.
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Figura 2. Cadena de reaccion de la peroxidacion lipidica.

Fuente: Tangvarasittichai Surapon. “Oxidative stress, insulin resistance, dyslipidemia and type 2

Diabetes Mellitus. Word Journal of Diabetes.2015.

2.2.3 Antioxidantes

El antioxidante es una molécula que se encuentra en menor concentracion comparado al

sustrato oxidable, que puede retrasar o evitar la oxidacion del sustrato 4. Segin

Halliwell y Gutteridge ), se clasifico en:

Moléculas con actividad enzimatica que remueven a los EROs, como SOD, CAT,
GPx, etc.

Proteinas que contrarrestan la biodisponibilidad de los prooxidantes Cu*?o Fe™? |
tenemos a la ferritina, ceruplasmina, etc.

Proteinas que evitan el dafio utilizando otros mecanismos como las proteinas de
choque térmico (HSP).

Moléculas de bajo peso molecular que se une directamente a las especies reactivas

como el glutation, a-tocoferol, vitamina c, etc.

Para evitar el dafio ocasionado por los EROs, se dispone de un complejo sistema de

defensa antioxidante que utiliza diferentes niveles. Segtn Ighodaro et al.*® hay cuatro

niveles:

Primer nivel: los antioxidantes suprimen la formacion de especies reactivas en las
células; neutralizando rédpidamente cualquier molécula capaz de convertirse en
especie reactiva o generar mas especies reactivas. En primer lugar, estdn las
enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx. También tenemos a la

ceruloplasmina o transferrina que quela o secuestra al cobre o al hierro.



- Segundo nivel: Los antioxidantes eliminan a las especies reactivas donandoles

electrones para evitar que desencadenen la propagacion de diferentes reacciones.

Gracias a estos, se forman nuevas especies pero que son facilmente neutralizables

por otros antioxidantes. Aqui se encuentra el glutation, vitamina C, acido trico,

alfa-tocoferol, etc.

- Tercer nivel: Los antioxidantes son enzimas que reparan el dafio hecho a nivel de

proteinas, lipidos y ADN. También, se encargan de eliminar las moléculas

dafiadas. Tenemos ADN polimerasas, nucleasas, proteasas, peptidasas, etc.

- Cuarto nivel: Los antioxidantes participan en mecanismos de adaptacion, en las

que se usan las sefales para evitar la produccion de especies reactivas.

2.2.3.1 Sistemas enzimaticos

Las enzimas antioxidantes tienen como rol disminuir los niveles intracelulares de EROs,

actuando de forma coordinada (figura 3).

ROS RNS

B e

GSH 4 e

I SOD ; l
\‘ h

extracelular Peroxidos e

radicais hipidicos

~
e

Cat

H,0

GGT Hp0p JONQO-
ey ’ ,
\ A i £
[ 7
yGlutamil-Aa + ccL < T ¥ 4
cisteinilGlicin GS N . : Dano oxidativo
Glutamato - Biomoleculas (TBARS, cometa,
+ cisteina carbonilacao)
+ glicina
NADP GSH GPxred PRxred Trx oxd NADP —
lcePDH \ ¥l \ 4
GR TR
NADPH A GSSG / \GPx oxd PRx oxd Trx red NADPH

G6PDH|

Figura 3. Sistemas antioxidantes coordinados.

SOD: superoxido dismutasa; Cat: catalasa; GPx red: glutation peroxidasa reducido; GPx oxd: glutation peroxidasa

oxidadado; GR: glutatiéon reductasa; GGT: gamma- glutamiltranspeptidasa; GS:glutation sintetasa; Trx-red:

tioredoxina reducida; Trx-oxi: tioredoxina oxidada; TR: Tioxiredoxina reductasa; G6PDH: glucosa-6-fosfato

deshidrogensa.

FUENTE: Trevisan Rafael. Defesas celulares e sistema antioxidante em bibalves marinos (mytilus

edulis e perna perna) expostos a metais.Rechargate 2010
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Superoxido Dismutasa (SOD; E.C 1.15.1.1):

Pertenece a la familia de oxidoreductasa, tiene como funcidn catalizar la dismutacion de
dos moléculas de anion superoxido a H2O», Se localiza en mitocondria (SOD Mn), citosol
(SOD Cu/Zn) y fluido extracelular (SOD Cu/Zn). Los genes que codifican a SOD Cu/Zn
y SOD Mn son los cromosomas 21g22.1 y 6g21. Los iones metéalicos unen los elementos
estructurales de la enzima, ademds proporcionan funciones cataliticas. Se realizé un
estudio donde observaron que una sobreproduccion de sustrato puede inhibir la actividad

de SOD Mn para que no haya mayor formacion de HxO, @7,

Catalasa (CAT; E.C. 1.11.1.6):

Se encuentra distribuida por todo el organismo, y su actividad enzimatica varia
dependiendo del tejido, siendo mayor en el higado y en los rifiones. Es una metaloproteina
tetramérica, cuyo peso molecular es de 240 kD. Cada subunidad contiene un grupo hemo
(ferroprotoporfirina) en su sitio activo y esta unido a NADPH, el cual favorece a que la
enzima tenga una mejor actividad ®®. La catalasa tiene como funcién catalizar la
conversion de peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua, aunque también tiene actividad
de peroxidasa ya que reacciona eficazmente con donantes de hidrogeno como etanol,

metanol o fenoles 29,

Glutation peroxidasa (GPx; E.C. 1.11.1.9):

Son una familia de selenoproteinas que tiene varias isoformas GPx1-GPx8, cuya funcion
es catalizar la reduccion de H>O2 o hidroperoxidos orgénicos usando como agente
reductor al glutation. Se encuentra distribuida principalmente en mitocondria, y algunas

veces en citosol y en membrana plasmatica ?9)

Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (G6PDH; E.C. 1.1.1.49):

Enzima limitante en la via de las pentosas, siendo un NADP-oxidoreductasa. Esta enzima
proporciona principalmente NADPH para reacciones de sintesis y de defensa
antioxidante, también produce pentosas para la sintesis de nucleotidos. Su funcién es la
reduccion de la NADP" a NADPH, debido a la oxidacion de la glucosa-6-fosfato hasta 6-
fosfogluconolactona.

El papel fundamental de la G6PDH se manifiesta en su participacion en diferentes
procesos metabolicos, ya que permite la formacion de NADPH, que es coenzima para

diversas enzimas con actividad antioxidante como glutation reductasa, tioredoxina
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reductasa y peroxiredoxinas, asi como parte estructural de CAT. De igual manera, ayuda

a la produccion del colesterol, de los dcidos grasos, y en la sintesis del 6xido nitrico G%3D,

2.2.3.2 Antioxidante no enzimadtico

Glutation

Es un tripéptido de bajo peso molecular, sintetizado a partir de los aminoéacidos L-
cisteina, L-glutamato y glicina en dos fases, con gasto de ATP. En la primera fase, se une
la cisteina con el glutamato gracias a la enzima y-glutamato cisteina ligasa, conocida
también como y-glutamilcisteina sintetasa; y la segunda fase se le agrega glicina,
catalizado por glutation sintetasa. E1 GSH se caracteriza por tener su grupo tidlico
reactivo y su enlace y-glutamilo. Por otra parte, se encuentra casi exclusivamente en su
forma reducida, y la forma oxidada solo se encuentra en menos del 5% del total %),

El GSH protege los grupos sulfhidrilos de las proteinas ya que puede reaccionar con
sustancias electrofilicas y oxidantes como radical hidroxilo, anién superoxido y H2O: |
ademas de un excelente reductor en diferentes reacciones de detoxificaciéon como la
anulacion del dafio peroxidativo ¢2).

El 6rgano con alta capacidad de producir GSH es el higado, usando exclusivamente la via
de la cistationina, en donde el 80% de la metionina de la dieta se convierte en cisteina 3.
En el hepatocito, hay GSH citoplasmatico que se encuentra en constante recambio y GSH
mitocondrial estacionario. El nivel de GSH intracelular varia constantemente,
dependiendo de su uso y de su sintesis. Cuando se incrementa la produccion de H>O; es
utilizado por GPx, con la formacion de GSH oxidado, el cual es rapidamente reducido
con el glutation reductasa a expensas del NADPH ). Asimismo, la glutation-transferasa

(GST) lo usa para los procesos de conjugacion y eliminacion de xenobidticos 2,

2.2.4 L-carnitina

Es un aminoécido no proteico, altamente polar y soluble en agua (7, que tiene como fuente
principal la sintesis enddgena (25%) y la dieta (75%). Su sintesis se produce en el higado
y en el rifion, a partir los aminoécidos esenciales como lisina y metionina, teniendo como
cofactor al 4cido ascorbico 12, Esta distribuida en todo el cuerpo, principalmente en el
musculo esquelético, el cerebro, el corazén y el higado. Se ha estimado que la L-carnitina
total en el cuerpo humano es cerca de 300mg/kg y que el 98 % se encuentra en el espacio
intracelular, como LC libre (80 %) y esteres de acil carnitina. Aproxidamente, el higado

contiene 500-1 000 nmol del total de LC por gramo y el musculo esquelético es 3 000-5
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000 nmol total de LC por gramo. La LC ingresa a la celulas la LC atraves del
transportador de cation organico (OCTN2), que se encuentra localizado en membrana
plasmatica . Este transportador presenta elevada afinidad por la LC y utiliza sodio para
su accion @9,

La biodisponibilidad de LC en la dieta (alimentos como carne, pollo, pescado y lacteos)
es de 54-78 % mientras que la biodisponibilidad de los suplementos de LC es 14-20 %, y
lo que no es aborbido es degradado por la flora intestinal a trimetilamina @, La LC es
eliminada principalmente por la via urinaria, pero el 98-99 % de la carga filtrada es
reabsorbida a nivel tubular G%,

LC tiene diversas funciones en nuestro organismo, siendo la mas conocida como
molécula transportadora de acidos grasos de cadena larga del citosol a la matriz
mitocondrial, en el cual se desarrolla el proceso de -oxidacidn; para este proceso se
utilizan diversas enzimas (figura 4). Asi también modula la relacion Acil-CoA/CoA,
permite procesos de acetilacion de proteinas, preserva la integridad de la membrana
mitocondrial como sus funciones y favorece el almacenaje de energia como acetil-

carnitina ¢ .

Inter mitochondrial
membrane space
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ATP . CoA
Thiokinase
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Figura 4. El rol de la LC en la matriz mitocondrial.

CPT-1 Carnitina palmitoil transferasa -I; AT: carnitina acetil-transferasa; CACT carnitina acil
carnitina translocasa; CPT-2 Carnitina palmitoil transferasa -II C. FUENTE: Dayanand,
Krishnamurthy. Carnitine: A novel health factor - An overview. J Pharm Biomed Res 2011
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion:

Cuantitativo

3.2 Diseiio de investigacion:

Experimental

La investigacion se realizé en los laboratorios del “Instituto Centro de Investigacion de
Bioquimica y Nutricion”, perteneciente a la “Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos” (UNMSM).

3.3 Materiales y métodos:

3.3.1 Reactivos:

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Los siguientes reactivos fueron adquiridos
de la casa Sigma-Aldrich: 4cido 2,2- azinobis-3-etil benzotiazolina-6-sulféonico (ABTS),
1,2,3-trihidroxibenceno (pirogalol), &cido pentacetico dietileno triamina (DTPA), 4cido
(¥)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), &cido gélico, &cido
tiobarbitarico (TBA), tris HCIL, trizma base, acido etilendiaminotetra acético (EDTA),
acido3,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), albumina bovina, kit especifico de ELISA
para insulina y kit especifico de ELISA para LC libre.

De la casa Merck, fueron adquiridos los siguientes: cloruro de amonio, carbonato de
sodio, acetato de sodio, etanol, metanol 100%, cloruro de potasio, fosfato monosodico,

fosfato disddico, acido tricloroacético (TCA), acido clorhidrico y H20».

3.3.2 Equipos:

Centrifuga refrigerada MPW-380R, centrifuga PowerSpin BX, espectrofotémetro
Genesys 10S Vis Thermo Scientific, balanza analitica Sartorius BP 2, homogeneizador
de vidrio tipo Potter-Elvehjem con émbolo de teflon, estufa Kerlab, bafio maria Tomos

CDK-S22 y balanza digital para animales.

3.3.3 Animales y alimentacion:

En el estudio se usaron 24 ratas machos de 2 meses de edad de la cepa Holtzman, siendo
sus pesos de 217 + 42 g aproximadamente, obtenidos del Instituto Nacional de Salud
(Lima, Peru). Las ratas se mantuvieron durante 7 dias en aclimatacion a una temperatura
ambiente (aproximadamente 22 + 2 °C, con periodo dia/noche de 12 horas) en el bioterio

del Instituto Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion de la Facultad de
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Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La alimentacion durante
toda la investigacion comprendid un concentrado comercial para animales de laboratorio
adquirido en la Universidad Nacional Agraria la Molina y la bebida fue agua de grifo a
libre demanda, con diferencia en el contenido, dependiendo del grupo de la investigacion,

debido al preparado de fructosa al 40 % y de LC al 10 %.

3.3.4 Aspectos éticos:

El manejo de los animales de experimentacion fue basado en “los principios de normas
¢ticas de animales de laboratorio”, usando la “guia de manejo y cuidado de animales de
laboratorio” (INS-MINSA) y la ley peruana N. 30 407, Ley de Proteccion y Bienestar

Animal.

3.3.5 Protocolo experimental
Después del periodo de aclimatacion, se dividid en cuatro grupos de experimentacion
mediante un muestreo aleatorio simple a través del programa OpenEpi version 3.01. Cada

grupo estuvo formado por igual nlimero de ratas (n=6).

Grupo control (C): durante todo el estudio recibi6 alimento y agua de grifo.

Grupo control + L-carnitina (C + LC): durante todo el estudio, recibi6 alimento y agua
de grifo, y a partir del dia 28 se le administré LC 500 mg/kg/24h por via oral con cénula
orogéstrica.

Grupo fructosa (F): durante todo el estudio, recibi6 alimento y bebida con fructosa al
40 %.

Grupo fructosa + L-carnitina (F + LC): durante todo el estudio, recibi6 alimento y bebida
con fructosa al 40 %, y a partir del dia 28 se le administré LC 500 mg/kg/24h por via oral

con canula orogastrica.

Las ratas estuvieron en ayunas durante 12 horas, los dias 27 y 56 del estudio; y las tomas
de sangre para la medicion de la glicemia fueron los dias 28 y 57 del estudio. El dia 57
del estudio, los animales de experimentacion fueron eutanasiados mediante decapitacion,

con sedacidn previa utilizando éter.



15

24 RATAS MACHO
2 meses

Aclimatizacién por 7 d |

ALEATORIZACION
OPEN EPI

GRUPO CONTROL + L-
CARNITINANn =6
(C+LC)

GRUPO FRUCTOSA

GRUPO FRUCTOSA +
L-CARNITINAn =6
(F+LC)

GRUPO CONTROL
n=6

(c)

Dia 1 al dia 27

=2

Medicién de glucosa en ayunas : dia 28
1 1

|
- AGUA +
L-CARNITINA FRUCTOSA 40%
Dia 28 al dia 56 I— (500 mg/kg/24h)
. v

L 2

| Medicién de glucosa en ayunas: dia 57 |

v

| Sacrificio |

Figura 5. Flujograma del protocolo experimental.

3.3.6 Preparacion de la fructosa y L-carnitina

La solucién de fructosa al 40 % se preparo a partir de la D-fructosa>99 % (Omnichem
S.A.C, Wuhi, China). La solucién se prepar6 con agua de grifo, se pes6 40 g de fructosa
por cada 100 mL de solucion. Asimismo, se elabor6 la solucion de LC al 10 %
(Omnichem S.A.C, Ningbo, China), es decir, 10 g de LC por cada 100 ml de solucion.

Las soluciones se preparaban todos los dias.

3.3.7 Procesamiento para la obtencion de muestra bioldgica:

La extraccion del higado y la preparacion del homogeneizado se llevo a cabo en baiio de
hielo. El tejido hepatico se limpi6 por perfusion con KCI 0,154 M frio para eliminar los
residuos de sangre. Las muestras de homogeneizados fueron elaboradas al 10 % en buffer
fosfato salino pH 7.,4; utilizando como homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem
con émbolo de teflon. Se realizd tres centrifugaciones continuas a 4 °C. La primera
centrifugacion fue a 700 gravedades durante 5 minutos, el sobrenadante obtenido fue
centrifugado a 9 500 gravedades durante 15 minutos. El sobrenadante de esta segunda

centrifugacion corresponde a la fraccion posmitocondrial (microsomas y citosol) y el
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precipitado corresponde a la fraccién mitocondrial. Este ultimo, fue lavado dos veces con
el buffer PBS. Para la tercera centrifugacion, se us6 las mismas condiciones del proceso
anterior, se conservo el precipitado y el sobrenadante fue descartado. El precipitado
obtenido es resuspendido con 2 mL del buffer PBS.

De igual manera, se extrajo y se elaboré la muestra del homogeneizado de pancreas;
solamente se efectud una centrifugacion a 700 gravedades por un periodo de 5 minutos,
los ensayos se realizaron en el sobrenadante y el precipitado fue descartado.

Para la evaluacion del tejido pancreatico, se coloco en formol tamponado al 10 %, de
manera individual, luego se fijo en parafina. Las secciones delgadas de muestras de tejido

(5 um) fueron tefiidas mediante la tincion hematoxilina-eosina.

3.3.8 Evaluacion de peso corporal: Los animales fueron pesados a las 08 am en ayunas,

una vez por semana durante todo el estudio.

3.3.9 Parametros bioquimicos del estudio experimental:

3.3.9.1 Medicion de glucosa y colesterol total

Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena de la cola, donde se midieron las
concentraciones de glucosa en ayunas y colesterol total mediante el método
conductimétrico en un glucometro (Accu-chek instant) el dia 57 y solamente se midid

glucosa en ayunas el dia 28.

3.3.9.2 Medicion de insulina y HOMA-IR

Para la evaluacion de la insulina, las muestras de sangre se colectaron en tubos con
EDTA, se centrifugaron a 1 100 g por un periodo de 10 minutos a 4 °C para obtener el
plasma. La dosificacion de la insulina plasmatica y en la muestra del homogeneizado de
pancreas se desarrollo en el dia 57, mediante el kit especifico de ELISA.

Los reactivos que pertenecian al kit eran wash buffer, lyophilized rat insulin protein
standard, biotinylated rat insulin detection antibody, HRP-streptavidin, FElisa
colorimetric TMB reagent, Elisa stop solution, Elisa assay sample diluent buffer C y B,
asimismo una placa con 96 pocillos.

Se preparo el estdndar mezclando 400 pL de Elisa assay sample diluent buffer dentro del
vial que contiene lyophilized rat insulin protein standard, obteniendo una solucion
estandar a 14 000 nUI/ mL. A los pocillos de la placa se le agregd 100 uL de las muestras
y 100 pL del estandar, se le incubd durante 2,5 horas (22-23 °C), luego se desecho la
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solucién y se lavo por 4 veces con wash buffer (300 uL). Se colocd la placa de manera
inversa y se seco con papel. Posteriormente se le agregé 100 uL de biotinylated detection
antibody preparado a cada pocillo y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.
Asimismo, se descarto la solucion y se lavd 4 veces. Luego se coloco la solucion de HRP-
estreptavidina a cada pocillo, y se incub6 durante 45 minutos a temperatura ambiente,
nuevamente se eliminé y se lavd, después de este procedimiento se le agregé 10 mL de
Elisa colorimetric TMB reagent a cada pocillo y se incub6 durante 30 minutos, como
procedimiento final se agrega 50 mL de solucion stop y se ley6 a 450 nm inmediatamente.
Los resultados fueron expresados en pUI/mL. La resistencia a la insulina fue evaluada a

través del Modelo de la Homeostasis de Resistencia de Insulina (HOMA-IR).

HOMA-IR= glucosa (mg/dL) x insulina (nUI/mL)/405

UI: unidades internacionales

3.3.9.3 Medicion de la L-carnitina libre

La dosificacion de la LC libre en la muestra de homogeneizado hepdtico se hizo mediante
el kit especifico enzimatico a 570nm.

Los reactivos que incluian el kit fueron: carnitine assay buffer 25 mL, carnitine probe
0,2 mL, carnitine converting enzyme 1vl, carnitine substrate mix 0,4 mL, carnitine
development mix 1vly carnitine standard 1vl.

Se preparé la muestra del homogeneizado, agregando al tejido 100 uL del carnitine assay
buffer, posteriormente se centrifugd 700 gravedades durante 10 minutos.

Luego de preparar la muestra, se diluy6 10 pL de carnitine standard 100 mM con 990 uL
de agua, que sirvio para preparar una solucion standard de carnitina a 1mM. En cada
pocillo de la placa se agregd 0, 2, 4, 6, 8, y 10 uL. de la solucién y se completd con
carnitine assay buffer hasta llegar a un volumen final de 50 uL.

Asimismo, se prepard una solucion que contenia 40 uL de carnitine assay buffer, 2 uL. de
carnitine probe, 2 uL. de carnitine converting enzyme, 4 L de carnitine substrate 'y 2 pL.
carnitine development, el cual se le agreg6 a cada pocillo de las muestras y el estdndar.
El volumen de las muestras empleadas fue 50 pL, siendo el volumen final 100 pL.
Posteriormente, se incuba por un periodo de media hora a temperatura ambiental y se
protege a la placa de la luz natural durante la incubacion. Se ejecutd la lectura a una

longitud de onda de 570 nm. Los datos fueron expresados en nmol/g de tejido.
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3.3.9.4 Medicion de proteinas totales

Se aplico el método de Biuret G9; siendo su fundamento, la formacion de un complejo
entre los iones cupricos y las uniones peptidicas a pH alcalino, con la aparicion de una
coloracion violeta-purpura.

Para este estudio, se coloco en un tubo 150 pL. de agua destilada, 150 uL. de CuSO4 40
mM y I mL NaOH 2,5 M, se incub6 a 37°C durante 5 minutos, inmediatamente se agrego
100 pL de la muestra del homogeneizado y se mantuvo en bafio maria durante 5 minutos,
luego se ley6 a una longitud de onda de 540 nm. De la misma manera se realiz6 para el
estandar.

Las proteinas fueron medidas en la fraccion mitocondrial y posmitocondrial, extraidas

del homogeneizado al 10 %.

Proteinas totales = [ST] x Absorbancia MP
(mg/dL) Absorbancia ST

[ST]= concentracion del estandar
MP= muestra problema

3.3.9.5 Determinacion de la actividad de Catalasa

El método utilizado fue en base a la técnica de Aebi G7

, que consiste en la capacidad de
la catalasa para descomponer H>O; en H,O y Os.

Para este estudio, el homogeneizado de higado se diluyo 1/900; se procedid a colocar en
la cubeta de 1mL de capacidad, el volumen de 0,6 mL de homogeneizado y se le adiciond
0,3 mL de H20, 30 mM preparado en buffer fosfato (fosfato monopotasico y fosfato
disédico) 50 mM pH 7,0 a temperatura ambiente, donde se midi6 el cambio de
absorbancia a una longitud de onda 240 nm durante 1,5 minutos. El H2O» se elabor6

inmediatamente antes de su uso a fin de evitar su descomposicion.

Equivalencia de U CAT = pumol/min. Los resultados se expresan en U/mg de proteina.

Actividad especifica= AAbsorbancia/min x volumen total (mL) x FD x 1mL de homogeneizado
(umol/min.mg proteina) ¢ x longitud de cubeta (cm) x volumen (mL)x mg proteina

A Absorbancia/min= variacion de la absorbancia en un minuto de muestra problema
Volumen de MP=volumen de muestra problema

FD= factor de dilucion

Coeficiente de extincién (g 240) = 39,4 M-'cm™!
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3.3.9.6 Determinacion de la actividad de Superoxido dismutasa

El método de Marklund & Marklund ©® fue utilizado para esta medicion. Se sustenta en
la medicion cinética de la capacidad de la SOD para inhibir la autooxidacion del pirogalol
en pH 8,2. El pirogalol es un compuesto que en medio alcalino se autooxida rapidamente
formandose la pirogalina y generando radicales superdxidos. La presencia de la enzima
SOD en la muestra produce la dismutacion del radical superdxido conduciendo a la
inhibicion de la autoxidacion del pirogalol y entonces menor formacion de pirogalina. La
pirogalina se mide espectrofotometricamente a 420 nm.

Para este ensayo, se procedio a evaluar la autooxidacion espontanea del pirogalol, para lo
cual, en un pocillo de ImL de capacidad se pus6 950 pL de buffer Tris HCl 50mM pH
8,2 con DPTA 1 mM, luego incubandose en bafio Maria a 37 °C durante 60 segundos;
posteriormente, una vez colocado la solucion en la cubeta en el espectrofotometro, se le
adiciond 50 pL de pirogalol 2 mM, disuelto en HCI 10 mM, para finalmente leer el cambio
de absorbancia a 420 nm durante 4 minutos, a una velocidad de 0,02/min.

Las muestras del homogeneizado de higado fueron diluidas para dar lecturas de cambio
de absorbancia de 0,01/min +10 %. Asi, las muestras de la fraccién mitocondrial (SOD
Mn) se diluyeron Y2, mientras que la fraccion posmitocondrial (SOD Cu/Zn) se diluyo al
1/20.

La actividad especifica se informé como USOD/mg de proteina. La unidad de SOD es
definida como la cantidad de enzima necesaria para inhibir la autooxidacién del pirogalol

en un 50%. 1U SOD = A de absorbancia del pirogalol 0,02 /2 min (£ 10%).

Actividad especifica = USOD x volumen total (mL) x FD x 1 mL homogenizado
(USOD/mg de proteina) A Abs x volumen (mL) x mg proteina

USOD = Unidades de superoxido dismutasa
A Abs = absorbancia de la muestra problema
FD = factor de dilucion

3.3.9.7 Determinacion de la actividad de Glutation peroxidasa

(9, La actividad de la enzima se

Se desarrolld en base al método de Paglia y Valentine
mide mediante la reaccion acoplada que produce finalmente la oxidacion del NADPH por
la reduccion de la GSSG (mediante el glutation reductasa), producida cuando GPx
cataliza la reduccion del H2O: en presencia de GSH. El NADPH tiene un pico de
absorbancia a 340 nm, su oxidacion lleva a la disminuciéon o desaparicion de la

absorbancia.
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Se prepar¢ el buffer sustrato compuesto de 9,6 mL de buffer fostato pH 7,0 0,1 M, EDTA
1 mM, en la que se anade NaN3 4 mM, GSH 6,1 mg, 0,2 pL de NADPH 10nM y 10 pL
de glutation reductasa 1000 u/mL en volumen final.

Se coloco en una cubeta 980 puL de buffer sustrato y 10 pL de la muestra del
homogeneizado de higado, luego se incub6 en bafio maria a 25°C durante 5 minutos,
posteriormente se le agregoé 10 pL de H20: 8,8 mM. Se ley6 el cambio de absorbancia

por un periodo de 3 minutos a una longitud de onda de 340 nm.

Actividad especifica = A Absorbancia/min x volumen total (mL) x FD x homogeneizado (mL)
(nmol/min.mg proteina) € x longitud de cubeta (cm) x volumen (mL)x mg proteina

A Absorbancia/min= variacion de la absorbancia en un minuto de muestra problema

Coeficiente de extincién (e 340) = 6220 M-'cm!

Volumen = volumen de muestra problema

3.3.9.8 Determinacion la actividad de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La técnica empleada fue el método de Kjeldsberg “9). El fundamento de este estudio se
basa en la medicion cinética de la reduccion del NADP gracias a que la glucosa-6-fosfato
es oxidado. La variacion de absorbancia se mide en base a la aparicion del NADPH a una
longitud de onda 340nm.

Se colocd en una cubeta de 1,2 mL, 200 uL de Tris-HCl pH 8,8 50 mM, 160 uL de MgCl»
0,1 mM, 40 uL de NADP 6,0 mM, 720 pL de agua destilada y 40 pL del homogeneizado
de higado, se le incuba en baio maria a 30 °C durante 2 minutos. Luego se le agrega 40

pL glucosa 6 fosfato 360 mM, se leyd durante 2 minutos a 340 nm.

Actividad especifica = A Absorbancia/min x volumen total (mL) x FD x homogeneizado (mL)
(nmol /min.mg proteina) € x longitud de cubeta (cm) x volumen (mL)x mg proteina

A Absorbancia/min= variacion de la absorbancia en un minuto de muestra problema
Coeficiente de extincion (g 340) = 6220 M-'cm'!
Volumen MP = volumen de muestra problema

3.3.9.9 Determinacion de Glutation total hepatico

Se empled el método de Boyne y Ellman V. Se cuantifica por la reaccion entre el
glutation reducido y DTNB, formandose el complejo GSH-DNTB de color amarillo que
se mide a una longitud de onda de 412 nm.

Previamente el contenido del glutation debe ser reducido usando una solucion reductora

formada con la vitamina C y el acido glioxilico.
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El GSH es un metabolito soluble de bajo peso molecular, debe ser separado de las
proteinas para evitar la cuantificacion de sulthidrilos proteicos, pues el fundamento esta

basado en la reaccion entre el sulthidrilo libre y el DTNB.

Tabla 1. Reactivos para la determinacion de glutation total

Reductor mL

Vit C+. Ac. Glioxilico H20 pL UL ST GSH 0.4 mmol/L  pL desproteinizado
Blanco 1 200
ST1 1 120 80
ST 2 1 100 100 -
MP 1 - = 200

Para realizar la determinaciéon de GSH total, se prepard 4 tubos con los reactivos de
acuerdo con la tabla 1. Ellos se colocaron en bafio maria durante 5 minutos a 67 °C,
posteriormente se les enfrio con agua de griferia. Se les agregdé 200 uL. de DTNB
1,5mg/mL en buffer fosfato de potasio 0,5 mmol/L pH 6,8, se esper6é durante 5 minutos
y se ley6 a una longitud de onda 412 nm a temperatura ambiente.

Preparacion de la muestra:

Se desproteinizo 950 uL de la muestra del homogeneizado en 50 pL. de TCA al 100 %,
se movid intensamente y se centrifugé a 13 000 revoluciones por minuto durante 5

minutos. El sobrenadante es la muestra para el ensayo.

GSH = [masa ST] (nmol) x Abs MP
(nmol/mg de tejido) Abs ST x masa real

[ST] = concentracion del estandar
Abs ST= absorbancia del estandar
Abs MP= absorbancia de la muestra problema

3.3.9.10 Determinacion de lipoperoxidacion (MDA)

Esta técnica colorimétrica en base a Buege y Aust “?, permite medir los niveles de uno
los productos aldehidicos de la lipoperoxidacion: el MDA. Se fundamenta en la reaccion
entre el 4cido tiobarbitirico (TBA) y el MDA, formando un complejo TBA-MDA de
color rosado medido a 535 nm. La concentracion del complejo TBA-MDA es
directamente proporcional a AGP oxidados, por tanto, es un marcador de
lipoperoxidacion

Se coloco en una cubeta, 0,6 mL TCA al 20 % y 0,3 mL de la muestra problema de
homogeneizado, se incubd en bafio maria a 100 °C durante 15 minutos, luego la solucion

fue enfriada con agua de griferia a temperatura ambiente. Después de este procedimiento
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se le afiadid 0,9 mL de TBA al 0,67 % en HC1 0,25 N. Se le colocd nuevamente en bafo
maria a 100 °C durante 30 minutos, luego de enfria con agua helada. Asimismo, se llevo
a centrifugacion a 7 000 revoluciones por minuto por un periodo de 10 minutos y se

determin¢ la absorbancia a una longitud de onda de 535 nm.

MDA = Absx volumen total (mL) x FD x homogenizado (L)
(nmol/mg de tejido) € x longitud de cubeta (cm) x volumen (mL)x g de tejido

Abs = absorbancia de la muestra problema
Coeficiente de extincion € 340 = 1.56 x 10 *> M-'cm’!
Volumen = volumen de muestra problema

3.3.10 Analisis Estadisticos

La evaluacion de normalidad se utilizo la prueba de Shapiro Wilk. Asimismo, se usoé la
prueba paramétrica de analisis de varianza (ANOVA) y para las comparaciones multiples
se utiliz6 como prueba post hoc a Scheffé, por ser muestras pequenas.

En todas las pruebas se asumio la significancia estadistica de un valor p<0,05. El paquete

estadistico utilizado fue Stata version 13.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Peso corporal

La variacion de los pesos (%) entre los cuatro grupos mostré diferencia significativa en
las primeras cuatro semanas (entre el dia lal dia 27); sin embargo, no mostré diferencia
significativa en las ultimas cuatro semanas (entre el dia 28 al dia 56) de los grupos
estudiados. En la variacion de peso en porcentaje entre el dia 1 y dia 28 se observd
aumento significativo de 63 % en el grupo control en comparacion con los grupos F y

C+LC (tabla 2).

Tabla 2. Pesos y variacion de peso en porcentaje en los grupos del estudio.

CONTROL (C) CONTROL FRUCTOSA (F) FRUCTOSA +

L-CARNITINA L-CARNITINA
(C+LC) (F+LC)
Peso dia 1 185,3 £25 258,6 £ 18 226,1 +53 1958+ 18
Variacion de peso en % entre el dia 1 al dia 27 63 +1,5 32+13* 33+£17,1* 42+9,1
Peso dia 28 299 +24 341 + 22 294,6 £43 277,8 £20
Variacon de peso en % entre el dia 28 al dia 57 24+ 6,4 14 £8,7 28+12,2 26+53
Peso dia 57 371,6 +£41 388,5+29 358 + 33 348,8 £18

Resultados expresados promedio + desviacion estandar.
Estadisticamente significativo cuando * p<0,05 frente al grupo C.
* Valor de p comparado en todos los grupos del estudio mediante la prueba de ANOVA.

4.2 Parametros bioquimicos del estudio experimental:

4.2.1 Parametros en plasma

Los resultados obtenidos en la medicion de colesterol total no mostraron diferencia
significativa entre los grupos estudiados. Sin embargo, se observé que el consumo de LC
incremento ligeramente los niveles en el grupo C+LC y en el grupo F+LC.

En la medicioén de glucosa en ayunas en los diferentes dias de la evaluacion y en los
valores de HOMA-IR no se observo diferencia significativa. A pesar de ello, en los
resultados del HOMA-IR, la ingesta de fructosa en el grupo F provoco un incremento de
28,3 % en comparacion al grupo C. La administracion de la LC provocd un descenso de

25,8 % en el grupo F+LC en comparacion al grupo F (tabla 3).
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4.2.2 Parametros en higado

El nivel de proteinas mitocondriales, proteinas posmitocondriales y la LC libre, mostraron
variacion estadisticamente significativa.

A nivel de proteinas, en el grupo C+LC comparado al grupo C se evidenci6é un aumento
significativo 51,1 % (p=0,020) y 47,8 % (p=0,011) en proteinas totales mitocondriales y
posmitocondriales totales respectivamente.

Asimismo, en el nivel de LC libre, la nica diferencia significativa en la evaluacion de
pares fue el aumento de 21,6 % en el grupo F+LC frente al grupo C (p=0,043). Sin
embargo, también se observd en el grupo C+LC el incremento de 19 % comparado al

grupo C (tabla 3).

Tabla 3. Parametros en plasma y en higado en los grupos del estudio.

CONTROL (C) CONTROL FRUCTOSA (F) FRUCTOSA +

L-CARNITINA L-CARNITINA Valor dep *

(C+LC) (F +LC)
Parametros en plasma
Glucosa en ayunas - dia 28 (mg/dl) 85,1 £8,6 82,5 +£3,9 85,5 +£6,3 81,8 +16,4 0,9124
Glucosa en ayunas - dia 57 (mg/dl) 76,5+ 12,9 85,3 £52 78,8 £10,6 77,6 £4,3 0,6887
Colesterol total dia 57 (mg/dl) 178 £28 217 +54 172 +£34 221 +54 0,1413
HOMA - IR 24 +£04 2,8 +£0,5 3,1 =£0,1 2,32 £0,3 0,1305
Parametros en higado
Nivel de LC libre(nmol/g de tejido) 554 +£96,8 659 +4273 603 +48,1 674 +44,6* 0,0373
Proteinas totales mitocondriales (mg/dl) 50,5 +11,1 76,3 +14,7* 62,0 £12,6 65,7 £10,2 0,0184
Proteinas totales postmitocondriales (mg/dl) 27,8 +£6,7 41,1 +5,8* 322 £14 36,5 +£6,9 0,0075

Resultados expresados promedio + desviacion estandar.
Estadisticamente significativo cuando * p<0,05 frente al grupo C.
2 Valor de p comparado en todos los grupos del estudio mediante la prueba de ANOVA.
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4.3 Medicion de insulina plasmatica y pancreas

En el nivel de insulina en el pancreas, se observo un cambio significativo en los diferentes
grupos del estudio (p = 0). La ingesta de fructosa provocod disminucion significativa
(p<0,05) comparado al grupo C. La administracion de LC llevé al incremento de la
produccion de insulina en la porcidon endocrina del pancreas, pudiendo observarse un
aumento significativo (p< 0,001) de los niveles de insulina en el grupo C+LC comparado
con el grupo C, llevando un incremento en 387 %. De igual manera, la administracion de
LC produjo una recuperacion del 100 % de nivel de insulina en el grupo F+LC frente al
grupo F pero no logra igualar el nivel de insulina del grupo C. En el nivel de insulina en

plasma no se evidencia diferencia alguna (figura 6).
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0
C C+LC F F+LC Valorde p

EPLASMA 13 0,5 13,9 £1,6 13,9 1,1 119 1,5 0,157
B PANCREAS 70,1 £9,6 341,8 £42,5 12,6 +4,2 25,8 £12,7 <0,001

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados en promedio + desviacion estandar
Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p <0,05 comparado al grupo C.

?p <0,05 comparado al grupo F.

Figura 6. Niveles de insulina plasmatica y pancreatica de los grupos del estudio.



26

4.4 Medicion de la actividad especifica del Superoxido dismutasa en el higado

La actividad especifica de SOD Cu/Zn mostré diferencia significativa entre los cuatro
grupos del estudio (p =0,02). El tratamiento con LC en el grupo F+LC revel6 disminucion
significativa de 30,5 % en comparacion al grupo C (p <0,05). De igual manera, se pudo
observar que el consumo de fructosa en el grupo F produjo en la actividad especifica del
SOD Cu/Zn una disminucién en 21,5 % (p>0,05) en comparacion con el grupo C.

La actividad enziméatica de SOD-Mn no mostré diferencia significativa dentro los cuatro
grupos del estudio (p = 0,085). Asimismo, se mostrd que la administracion de LC, en la
actividad de SOD Mn en el grupo C+LC aumenté en 24 % (p>0,05) en comparacion al
grupo C y asi como, en el grupo F+LC aument6 28,3 % (p>0,05) en comparacién con el
grupo F. En la figura 7 es evidente el cambio compensatorio que se dio en ambas partes,
mientras a nivel posmitocondrial se observo disminucién de la actividad, a nivel

mitocondrial se reportd aumento de esta.
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C+LC F F+LC Valor de p
BSOD Mn 10-1 54 £15 6,7 £0,8 6 %12 7,7 £1,6 0,085
@SO0D Cu-Zn 13,5 1,5 12,6116 10,6 £3,1 9,4 £15 0,022

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados en promedio + desviacion estandar

SOD-Mn : Superdxido dismutasa Mn (fraccién mitocondrial)

SOD Cu/Zn : Superdxido dismutasa Cu/Zn (fraccion posmitocondrial)

Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p<0,05 frente al grupo C.

Figura 7. Actividad especifica del superoxido dismutasa en el higado.
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4.5 Medicion de la actividad especifica de la Catalasa en el higado

En la actividad especifica de CAT se encontrd diferencia significativa entre los grupos
del estudio (p = 0,0012). En la evaluacion de pares, la ingesta de fructosa condujo a un
descenso en 20,7 % (p >0,05) en el grupo F frente al grupo C. El tratamiento con LC en
el grupo C+LC demostré una disminucién significativa en 24,6 % (p< 0,05) en
comparacion al grupo C; en contraparte provoco un incremento significativo en 41,3 %

en el grupo F+LC frente al grupo F (p= 0,013) (figura 8).
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C+LC F F+LC Valor de p
H CAT 29,7 +£4,5 22,4 +2,1 23,6+3,6 33,3+4,7 0,0012

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados en promedio + desviacion estandar
Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p <0,05 comparado al grupo C.

* p <0,05 comparado al grupo F.

Figura 8. Actividad especifica de la catalasa en el higado
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4.6 Relacion entre CAT/SOD

En la relaciéon entre CAT/SOD se observo diferencia significativa entre los grupos
estudiados. En la evaluacion por pares, se mostro el incremento significativo en el grupo
F+LC en 57 % (p= 0,015), en 57 % (p = 0,012) y 89 % (P = 0,001) frente al grupo F, al
grupo C y al grupo C+LC, respectivamente (figura 9).
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4,0 ’
3,5
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CAT/SOD CuZn

15

1,0

0,5

0,0

C+LC F F+LC Valor de p
m CAT/SOD 23 0,5 1,9 * 0,6 2,3+ 0,5 36 £ 0,4 0,0007

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados en promedio + desviacion estandar
Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p <0,05 comparado al grupo C.

* p <0,05 comparado al grupo F.

Figura 9. Relacion entre CAT/SOD en los grupos estudiados.



29

4.7 Medicion de la actividad especifica de Glutation peroxidasa y Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

En la actividad del GPx se observo diferencia significativa entre los grupos (p=0). Asi
mismo, se observé disminucion significativa en 27 % (p=0) en el grupo F y en 32 % (p=0)
en el grupo F+LC, ambos, frente al grupo C. Sin cambio cuando se administro LC. En la
actividad especifica de la G6PDH, se observo diferencia significativa entre los grupos
(p=0,0012).

En la evaluacion por pares, se mostro que la administracion de LC increment? la actividad
de la enzima en 72 % (p>0,05) en el grupo C+LC comparado al grupo C y aumentd
significativamente en 77 % (p=0,017) en el grupo F+LC en comparacién al grupo F.
También se puede observar que el consumo de fructosa incrementd la actividad

enzimatica en 72 % (p>0,05) en el grupo F en comparacion con el grupo C (figura 10).
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#p<0,05 comparado al grupo F.

Figura 10. Actividad especifica de Glutation peroxidasa y actividad especifica de

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el higado.
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4.8 Relacion entre CAT/GPx

En la relacion entre CAT/GPx se observo diferencia significativa entre todos los grupos
(figura 11).

En la evaluacion por pares, se observo incremento significativo en el grupo F+LC en 53
% (p=0), en 63 % (p=0) y en 98 % (p=0) frente a los grupos F, C y C+CL,

respectivamente.

CAT/GPx x 10 -1

0

C C+LC F+LC valorde p
B CAT/GPX 4,6 =+ 0,08 3,8 +0,08 49 +0,03 7,5 +0,03 0

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados promedio + desviacion estandar
Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p <0,05 comparado al grupo C.

#p <0,05 comparado al grupo F.

Figura 11. Relacion entre CAT/ GPx en los grupos estudiados.
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4.9 Medicion de lipoperoxidacion (MDA) y glutation total.

En la evaluacion de lipoperoxidacion medido como MDA (TBARS) se observo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de estudio. El consumo de fructosa
condujo a un aumento con significancia estadistica en 21 % (p=0,03) en el grupo F
comparado al grupo C. El tratamiento con LC disminuyd la lipoperoxidacion de manera
significativa en 63 % (p=0) en el grupo C+LC comparado al grupo C, sin embargo, no
hubo mejora en el grupo F + LC frente al grupo F.

A nivel del GSH total, el uso de fructosa produjo un aumento en 96 % en el grupo F frente
comparado con el grupo C. Asimismo, se evidencié aumento significativo en el grupo
F+LC de 187 % (p=0,036) comparado al grupo C, en 242 % (p=0,022) comparado al
grupo C+LC y en 45 % (p>0,005) comparado al grupo F (figura 12).
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C+LC F F+LC valor p
MDA 63,5 £79 21,7 £5,4 77,9 6,8 75,3 £33 <0,001
B GSH x 10-2 31 *1 26 =1 60 %2 89 %3 0,0089

Grupo C: control, Grupo C+LC: control+L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F+LC: fructosa+L-carnitina
Resultados expresados en promedio + desviacion estandar
Prueba ANOVA. Estadisticamente significativo * p <0,05 comparado al grupo C.

#p <0,05 comparado al grupo F.

Figura 12. Niveles de MDA (TBARS) y nivel de glutation total en higado.
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4.10 Evaluacion anatomo-patologico:

En el estudio macroscépico, se observo la distribucion adecuada de la grasa abdominal y
el tamafio estdndar de los drganos en las ratas del grupo C y grupo C+LC (anexo 1).
Asimismo, el consumo de fructosa increment6 el tejido adiposo en la regiéon abdominal
(esta comprendid mesenterio y retroperitoneo), incluso diversos drganos se encontraban
rodeados; ademas de la disminucion del tamafo de los 6rganos, de todos los participantes
del grupo F y del grupo F+LC en comparacién con los grupos C y C+LC.

En el estudio histologico del pancreas, se evidenci6 el tamafio de islotes de Langerhans
incrementado en 100 % en las zonas alrededor de los vasos sanguineos en los grupos F y
F+LC frente al grupo C.

En todas las muestras del tejido pancreatico en el grupo C+LC, se observd aumento de

tamafio y nimero de los islotes de Langerhans, siendo alin mayor en cantidad que los

acinos frente a los otros grupos (figura 13).

Grupo C: control, Grupo C+LC:control+L-carnitina, Grupo F:fructosa, Grupo F+LC:fructosa+L-carnitina
Se visualiza de 2 a 3 islotes de Langerhans en el grupo C, sin otro cambio. Se aprecia aumento de nimero y tamafo de
los islotes de Langerhans en el grupo C+LC. En los grupos F y F+LC se observa aumento en el tamafio de los islotes
de Langerhans, mostrando mayor cambio en el grupo F+LC.

Figura 13. Fotomicrografia de cortes de tejido pancreatico. Hematoxilina/eosina 10x.
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CAPITULO V. DISCUSION

Hoy en dia, el consumo de alimentos procesados se ha incrementado, siendo un
componente importante la fructosa; esto se inici6 en 1 960, cuando se usé para endulzar
bebidas y refrescos; debido a su elevado poder edulcorante (-1 comparado a la glucosa
(0,6) y sacarosa (1)*. A pesar de que la fructosa es un azlicar de bajo indice glicémico
(IG= 25), su consumo excesivo y el metabolismo propio de este monosacarido produce
cambios a nivel bioquimico e histologico y se ha ligado con el desarrollo de obesidad,
dislipidemia, sindrome metabolico, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2. El
uso de la fructosa como modelo de estrés oxidativo inducido, se utiliza por las
alteraciones que genera a nivel metabolico, sérico y tisular, con la formaciéon de gran
cantidad de EROS tanto in vivo como in vitro 2349,

El consumo de fructosa en las primeras 4 semanas en el grupo F produjo un incremento
en la variacion en el porcentaje de peso en 33 % frente al aumento significativo del grupo
C en 63 %, en las siguientes 4 semanas no se report6 tal diferencia (tabla 2). A pesar de
ello, en el momento del sacrificio, se pudo observar que los participantes del grupo C,
tenian una distribucion habitual del tejido adiposo en la parte abdominal y sus musculos
esqueléticos se encontraban sin cambios aparentes, en contraparte, en el grupo F se
observd que presentaron abundante tejido adiposo en la parte abdominal, incluso sus
organos se encontraban rodeados de abundante tejido adiposo, y sus musculos
esqueléticos eran mas pequefios en algunas regiones, probablemente estos cambios
macroscopicos no permitieron que los pesos varien en el grupo F (anexo 1).

La administracion de fructosa puede generar estos cambios ya que favorece la lipogénesis
de novo. Esto podria explicarse debido al metabolismo de la fructosa. Esta se absorbe en
el enterocito mediante el transportador GLUT 5. El paso de la fructosa desde el epitelio
intestinal a la circulacion se realiza a través del GLUT 2 en competencia con la glucosa
y por circulacion enterohepatica llega al higado a través de los transportadores GLUT 2,
8 y 9 @ para ser fosforilada via fructoquinasa, que presenta un Km bajo (0,5 mM),
permitiendo rapidamente su ingreso y posterior metabolismo.

A nivel intracelular, la fructosa tiene una ruta metabolica propia, este azucar es
transformado a fructosa-1-fosfato mediante la fructoquinasa y luego mediante la
actividad de la aldolasa B, se degrada a gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato, de igual
manera se isomeriza a gliceraldehido-3-fosfato para ingresar a la glucolisis y obtener

piruvato. Una diferencia importante entre las rutas metabolicas de la glucolisis de la
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glucosa y de la fructosa, es que la fructosa evita los puntos de control de las enzimas
reguladoras hexoquinasa y fosfofructoquinasa-1, que son importantes para mantener el
equilibrio energético; por ejemplo, evade la regulacion negativa del aumento de la
concentracion de ATP y de citrato a la fosfofructoquinasa-1. Por este motivo hay
incremento de las vias metabolicas de triosas fosfatos no controladas como la glicolisis,
la glucogénesis, la gluconeogénesis, la lipogenesis de novo y las esterificaciones de acidos
grasos (4647,

La fructosa tiene un efecto activador de la piruvato deshidrogenasa hepatica, este permite
la formacion del acetil-CoA a partir de la descarboxilacion por oxidacion del piruvato,
debido a la inhibicion de la piruvato deshidrogenasa quinasa “®. El acetil- CoA formado
ingresa al ciclo de Krebs para obtener ATP, NADH y FADH>, pero ante una ausencia de
demanda energética y sobreabastecimento de ATP y de acetil-CoA, este se convierte en
sustrato del citrato sintasa, la primera enzima del ciclo de Krebs, para salir
inmediatamente de la mitocondria en forma de citrato, y en el citosol gracias al citrato
liasa se regenera en acetil- CoA.

De igual manera, la fructosa favorece la expresion de SREBP-1c¢ y de ChREBP, factores
de transcripcion, que permiten la expresion de enzimas que participan en la lipogénesis
como acetil-CoA carboxilasa, dcido graso sintasa, etc ®. El acetil- CoA que ha sido
restituido es usado como sustrato para la sintesis de acidos grasos. De otra parte, la
dihidroxiacetona fosfato puede convertirse en glicerol-3-fosfato mediante glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa y ser sustrato para la sintesis de triglicéridos 7. La fructosa
consumida de forma prolongada puede generar un estado de lipotoxicidad con
acumulacion de triglicéridos y alteracion en el uso de energia en el tejido muscular; asi
como también a nivel hepatico se podria producir esteatosis hepatica no alcohdlica 49
A pesar del incremento del tejido adiposo en el parte abdominal en el grupo F, que
reflejaria una obesidad central, no hubo incremento en la variacion en el porcentaje de
peso significativa en comparacion con el grupo C (tabla 2) por que probablemente hubo
una disminucion del tejido magro. Es asi como, Andrade ef al.*¥ informaron resultados
parecidos, en donde utilizando un modelo de bebida ad /libitum fructosada al 10 % en
ratas Sprague Dawley durante 18 semanas. Asimismo, De Moura et al. ®® no observo
incremento de peso en un tratamiento de fructosa 10 % en la bebida a libre demanda en
ratas Wistar durante 8 semanas y Koseler et al. ®V reportaron que tampoco no hubo
diferencia en el peso con un tratamiento de fructosa al 10 % y al 30 % durante 6 semanas

en ratas Wistar. Sin embargo, Mamikutty ez al.®® evidenciaron incremento en la variacion
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del peso significativo con un tratamiento de 20 % y 25 % de fructosa durante 8 semanas
en ratas Wistar, asi como Sandeva ef al.*? demostraron el incremento significativo de
peso en un tratamiento con fructosa al 20 % durante 8 semanas en ratas Wistar. Estos
resultados en diferentes investigaciones, también podria ser explicado por las variaciones
genéticas que muestran cada cepa de rata, en el presente estudio se usaron ratas
Holtzman®®?.

La administracion de LC a los grupos F+LC y C+LC después de la cuarta semana no
produjo una variacion del porcentaje significativa en el peso comparado con sus pares en
la segunda parte del periodo de la investigacion (dia 28 al dia 56), sin embargo, se
evidencid que el grupo L+LC solamente subi6é 14% en comparacion con el grupo C que
subi6 24 % en las ultimas 4 semanas (tabla 2), este menor aumento en el grupo C+LC
podria deberse a que la LC facilita el ingreso de cadenas largas de acidos grasos a la
mitocondria para poder realizar el proceso de B-oxidacion &9,

De igual manera, no hubo diferencia entre los grupos F y F+LC (tabla 2), una explicacion
a esta situacion podria ser que a pesar de no haber variacion en el porcentaje de peso, la
LC si podria estar produciendo cambios a nivel microscopico en el grupo F+LC, como
favorecer una disminucion en la lipogénesis hepatica y una disminucién en la
acumulacion de depositos de triglicéridos en el tejido adiposo, tejido muscular
esquelético e higado, asi como mejorar las reservas de glucdgeno, restablecer el
funcionamiento y la contractibilidad del miocito, ademds de tener una utilizacion
adecuada de energia; probablemente estos cambios se estan desarrollando pero no se han
reflejado en el cambio de peso en el grupo F+LC 9.

Diversos estudios reportan estos cambios, Xia et al.®® realizaron una investigacion
donde la administracion de LC 125 mg/kg y 250 mg/kg via oral en ratas diabetes mejord
los parametros de higado graso con disminucidn del tamafo y mejoramiento de la funcion
hepatica. Asimismo, Rajasekar er al. 1V mostraron que la administracion de LC 300
mg/kg via intraperitoneal en ratas diabéticas disminuye la acumulacion de lipidos en el
musculo, de la misma manera que Bin Aleem et al. ' evidenciaron que la administracion
de LC 200 mg/kg via intraperitoneal mejora el desempefio y la contractibilidad del
musculo esquelético, probablemente por la reposicion de la reserva de glucogeno y
amplia regeneracion de ATP.

En los niveles plasmaticos de colesterol total no se mostré diferencias significativas entre
el grupo C y grupo F (tabla 3), resultado similar fue reportado por Mamikutty et al.(5)

donde la administracion de fructosa 20 % y 25 % durante 8 semanas no modifico los



36

valores; de igual manera, Lozano et al.0® informaron que el uso de la fructosa al 25%
durante 8 semanas tampoco modifico los niveles. En contraposicion a esto, Bulboaca et
al.® reportaron que la administracion de fructosa al 10 % por 12 semanas increment6 los
niveles de colesterol total de manera significativa y De Angelis et al. ©” manifestaron
que el consumo de fructosa al 10 % durante 15 dias no produjo cambios en los niveles,
no obstante, si evidenciaron cambios significativos en 60 dias de administracion . Siendo
probablemente la causa de esta diferencia, el tiempo de administracion.

Con la administracion de la LC a los grupos C+CL y F+CL se mostré un ligero aumento
no significativo en los niveles del colesterol total en comparacion con sus pares (tabla 3).
Similar situacion reportaron Hong et al. ¥, sus animales de experimentacion fueron ratas
Sprague — Dawley de 60 dias de edad, a quienes se les administré LC 200mg/kg/24h por
via intraperitoneal durante dos semanas; no evidenciaron disminucion de los niveles e
incluso observaron ligero incremento de esta. Asimismo, Magesh et al. ©%, utilizaron
ratones albino Swiss, a los cuales se les administrd por via oral 50 mg/kg/24h y 100
mg/kg/24 h por un periodo de 30 dias y no demostraron disminucion en los niveles . Otro
estudio fue el Mishra et al®?, utilizaron ratas albino Swiss de 45 dias de edad que fueron
tratadas con LC 400 mg/kg/24 h y 800 mg/kg/24 h durante 45 dias; ellos informaron que
luego de ese periodo las ratas que usaron la dosis mas bajas no presentaron cambios
significativos, en cambio, las que usaron la dosis mas alta si presentaron disminucion
significativa de los niveles de colesterol. Otra investigacion fue la de Tanaka et al.V,
utilizando ratas Fisher de 3 meses y 19 meses de edad bajo un periodo de 3 meses de
tratamiento con LC 100 mg /kg/ 24h; hallaron que las ratas mas jovenes después de la
administracion del tratamiento no presentaron disminucion de los niveles, mientras que
las ratas mayores si presentaron disminucion significativa.

Con estas investigaciones y los resultados presentados, puede deducirse que la edad de
los animales de experimentacion es un factor importante, debido a que los sistemas
antioxidantes son mas eficientes; y el efecto de la LC en animales con mayor edad es mas
evidente debido a que con la edad aumentan las reacciones oxidativas y mayor grado de
dislipidemia como se pudo presentar en el trabajo de Tanaka et al.®" Los animales de
experimentacion de este estudio tenian 2 meses de edad, similar al estudio mencionado.
En la presente investigacion, el consumo de fructosa al 40 % ad libitum no alterd la
glicemia en ayunas por un periodo de 2 meses en ratas Holtzman (tabla 2). Similar
resultado informaron Andadre et al.**, ellos administraron la fructosa al 10 % a libre

demanda por un periodo de 18 semanas en ratas Sprague-Dawley, lo cual es explicable
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por su bajo IG y su proceso de absorcion. De igual modo, Baena et al.®® reportaron que
no hubo cambio en la glicemia con el consumo de fructosa al 10 % durante 2 meses en
ratas Sprague-Dawley. Al contrario de estos resultados, Mamikutty et al.”” evidenciaron
el incremento de la glucosa en plasma en ayunas utilizando fructosa al 20 % y 25 %
durante 2 meses en ratas Wistar. También, reportaron Bulboaca et al. @ que usando la
fructosa al 10 % se provoc6 aumento de glicemia en ayunas en ratas Wistar por un periodo
de 10 semanas. Como antes se mencion0, la fructosa evade dos puntos de regulacion
importante que limitan la velocidad del metabolismo de la glucosa teniendo como
resultado un mayor cantidad de sustrato que permite la activacion de varias vias
metabolicas (glucolisis, glucogenogénesis, gluconeogénesis, lipogénesis de novo, asi
como la esterificacion de los acidos grasos), ademads la formacion de lactato; por lo cual
no incrementaria la glucemia post-prandial como si lo haria la ingesta de grandes
cantidades de glucosa 47,

La dieta rica en fructosa tampoco modifico los niveles de insulina plasmatica en los
diferentes grupos de la investigacion (figura 6), probablemente debido a que la fructosa
no modificd notoriamente la glicemia; ademas, la fructosa no es un sensor en las células
B -pancredticas y esto debido a la ausencia GLUT 5, y la homeostasis del metabolismo
de fructosa no depende de la insulina &9,

Otro resultado obtenido en la investigacion es que no hay diferencia significativa en el
valor de HOMA-IR entre los grupos (tabla 3), siendo este un parametro de resistencia a
la insulina; sin embargo, un resultado para tener en cuenta es que el consumo de fructosa
evidencid incremento de este parametro en 28,3 % en el grupo F en comparacion al grupo
C. Con estos resultados se podria proponer que si se consume por mas tiempo la fructosa,
este podria producir resistencia a la insulina como lo reportan otros estudios -33:32:63),
Como se ha explicado previamente el consumo crénico de fructosa genera incremento de
lipogénesis de novo con aumento de depodsitos de triglicéridos en diferentes organos;
asimismo, diversos estudios han evidenciado la asociacion entre la acumulacion de los
depositos de lipidos en el higado y la resistencia a la insulina, siendo un factor
determinante la formacién y acumulacion de los 4cidos grasos, siendo precursores de
ceramida, diacilglicerol y triglicéridos .

Si esto continua por tiempo prolongado, se produce hipertrofia e hiperplasia de las células
del tejido adiposo, lo que conllevaria a provocar la liberacion de MCP-1, que tiene como
funcion ocasionar la movilizacion de macréfagos tipo M1 con excrecion constante de

moléculas inflamatorias como el TNF-q, IL le IL 6, todo este proceso llevaria a un
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estado de inflamacion cronica 4. En este contexto, también se ha evidenciado que los
acidos grasos saturados acttian como ligando de TRL-4 activando el sistema inmune
innato y favoreciendo la produccion de ceramida, ya que aumenta la actividad de la
esfingomielinasa ¢,

Hasta este punto es importante recordar la via de sefializacion de la insulina mediante el
cual se de la liberacion del GLUT 4 en tejido muscular y tejido adiposo para el ingreso
de glucosa. La insulina se une a su receptor tirosina kinasa. Este receptor se autofosforila
y fosforila al IRS-1 en residuos de tirosina, activando a PI3K, que es un heterodimero
que esta formado por una subunidad reguladora y una subunidad catalitica, permitiendo
la formacion de PIP3, ella sirve de sitio de unidon en la membrana para las cinasas como
AKT/PKB, permitiendo la fosforilacion de la proteina AS160 e inhibiéndola, teniendo
como resultado la translocacién del GLUT4 a la membrana (9,

Uno de los mecanismos propuesto para la resistencia a la insulina es el incremento de la
ceramida, mediante el cual aumenta la actividad de la fosfatasa PPA2A, este defosforila
a AKT e inhibe su actividad o por un incremento de la actividad de PKC, cuya funcion
es fosforilar a AKT en residuos de treonina, provocando diminucion en su actividad 46,
Otro mecanismo propuesto es que TNF- o inhibe la actividad tirosina kinasa del receptor
de insulina, bloqueando la cascada de sefializacion de la insulina ¢7), Cuando se encuentra
en un estado de lipotoxicidad, hay mayor movilizaciéon de DAG, el cual activa a PKC,
este fosforila al IR e IRS en residuos de treonina, provocando disminucién en la actividad
de la insulina hepatica 9.

Cuando se administré LC a los grupos F+LC y C+LC, no se observaron cambios notorios
en los niveles de glucosa ni en los niveles de insulina, sin embargo, si hubo una reduccion
no significativa de HOMA-IR en 25,8 % en el grupo F+LC frente al grupo F (tabla 3);
LC disminuye la relacion acil-CoA/CoA intramitocondrial ya que facilita la oxidacion de
acidos grasos, promueve la utilizacion oxidativa de la glucosay mejora la sensibilidad
a la insulina. También se ha reportado en diversas investigaciones que el LC reduce la
acumulacion de lipido en el musculo esquelético !V,

Segun la investigacion realizada por Jiang et al.®® el tratamiento con LC favorece la
expresion de CPT1 regulada por el factor de transcripcion PPAR-y, aumentando el
proceso de B-oxidacion. De igual forma, Ringseir et al.(®” realizaron una revision de seis
investigaciones en ratas, en los cuales la LC disminuy6 el nivel de glucosa y el nivel de

HOMA-IR. La reduccién obtenida de HOMA-IR en el estudio permite suponer que la LC
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mejora la resistencia a la insulina, como se propone en diferentes estudios y seria mas
significativo el resultado si se prolonga mas el tiempo de tratamiento.

Una explicacion adicional de la falta de incremento en el nivel de la insulina plasmatica
en el grupo F (figura 6) podria ser que la sobrecarga metabdlica causada por el consumo
de fructosa trajo como consecuencia aumento de ATP y disminucién de ADP, lo cual
provocaria la inhibicion de la cadena transportadora de electrones mitocondrial e
incremento de generaciéon de EROs. Este ambiente oxidativo favorece la expresion de
UCP2 con la finalidad de regular los niveles de EROs, lo que posibilita el ingreso de
protones al interior de la mitocondria, evitando la generacion de ATP, que es utilizado
por los canales K-dependientes de ATP para despolarizar la membrana de las células f3
del pancreas y favorece la liberacion de la insulina; teniendo todo esto como consecuencia
final que no se libere la insulina. Esto fue evidenciada por Castro et al.”” en un estudio
con consumo de fructosa al 10 % en la bebida en ratas Wistar durante 21 dias, en donde
demostraron el incremento de la expresion de UCP-2.

En el pancreas, la utilizacion de fructosa ocasiond un notorio descenso del valor de
insulina en el grupo F (figura 6). Probablemente esta situacion es debido al estado de
inflamacion cronica en que se encuentra, por el incremento de la lipogénesis; como se
explicd anteriormente, hay aumento de la liberacion de diversas citoquinas como por
ejemplo el TNF-a. Esta citoquina permite la activacion de las vias de sefalizacion de
NF-kB, MAPK y AP-1, importantes factores de transcripcion que permiten la sintesis de
citoquinas pro-inflamatorias 7172,

Otra funcion del TNF-a es producir muerte celular programada, uniéndose a su receptor
TNFRI1, se activa la via extrinseca de la apoptosis, que lleva a la ruptura de Bid (proteina
de la familia Bcl-2), el cual se transloca a la mitocondria y genera un cambio de potencial
de membrana con la liberacion de citocromo ¢, lo que provoca la activacion de la via
intrinseca provocando la muerte de las células B del pancreas ),

Asimismo, Maiztegui et al.’¥ reportaron aumento del porcentaje de apoptosis, lo que
provocd disminucion de la masa de células B-pancreaticas; en su investigacion utilizaron
fructosa al 10 % a libre demanda por un periodo de 3 semanas. De igual manera lo hizo
Malakumar et al.7, ellos realizaron un estudio en ratas Wistar con un modelo de dieta
rica en fructosa (65 % de las calorias de la dieta provenia de la fructosa) durante 4 meses,
en donde evidenciaron disminucion de las células B-pancreaticas debido a un aumento de

expresion de caspasa 3.
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Por otro lado, se observo el aumento en el tamafio de los islotes de Langerhans en la
histologia (figura 13). Esto puede ser debido a que probablemente las otras células de los
islotes de Langerhans (células a, 6 , F y G) son inducidas a aumentar de tamafio o nimero
como efecto compensatorio, asi lo reportd Asghar et al. 7 donde la ingesta de dieta rica
en fructosa provoco aumento de la expresion de GLUT 5 y proliferacion de las células o
de los islotes de Langerhans .

Para contrarrestar este modelo de estrés inducido por el consumo de fructosa, se le
administré LC, lo que permiti6 una recuperacion del 100 % del nivel de insulina en el
pancreas en el grupo F+LC frente al grupo F, este resultado daria un indicio del rol
importante que tiene la LC a nivel pancredtico. En contraste, la LC tuvo un
comportamiento totalmente diferente en el grupo C + LC, ya que se evidenci6 un marcado
incremento de 387 % en el nivel de insulina en la muestra de tejido pancreatico, ademas
de un mayor niimero y tamafio de los islotes de Langerhans, siendo por areas mayor
numero de islotes que de los acinos, todo esto en comparacion con el grupo C (figura 6).
Varias investigaciones reportaron que el tratamiento con LC inhibe la muerte celular
programada. Una de ellas, fue la realizada por Bonomini et al.’”), donde hicieron una
revision de diversas investigaciones sugiriendo que la LC podria influir en la eritropoyesis
al inhibir la apoptosis de las células precursoras, mediante el bloqueo de la caspasa 3. De
igual manera, Agarwal e al."®, después de analizar diversas investigaciones, informaron
que el tratamiento con LC inhibi6 la caspasa 3, 7 y 8; del mismo modo, es capaz de
controlar las proteinas supresoras de tumores, y de esa manera favoreceria la
supervivencia del ovocito y mejoraria la fertilidad en la mujer.

Otra es la realizada por Cao et al.'®, donde informaron en su investigacion in vitro, que
la administracion de LC ayuda a la reduccion del radio Bax/Bcl-2, que son moléculas pro-
apoptoticas y suprimen la expresion de la caspasa 9 y 3 en células ganglionares retinales,
ademas de disminuir la produccion de EROs e inhibir la lipoperoxidacion.

Asimismo, Mutomba et al."® realizaron su estudio in vitro, sus datos mostraron la
capacidad de la LC para inhibir la actividad de las caspasas en varios puntos de la via
ligando Fas, siendo una de ellas, la caspasa 8; ademas inhibi6 la escision de los sustratos
de las caspasas. Otro trabajo de investigacion reveld que el uso de la LC favoreci6 la
expresion de p21, que se relaciona con la detencidn del ciclo celular, permitiendo que el
ADN se repare si presenta algin tipo de dafio e inhibiendo la apoptosis ®?. En un reciente
estudio realizado por Koohpeyma et al.®V, se evidenci6 una reduccioén de la expresion

génica de la caspasa 9 y un aumento de la expresion génica de BCL-2, ambos
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significativos, debido a la administracion de LC 100mg/kg/24h durante 6 meses a ratas
Sprague-Dawlye. La presencia de la LC disminuye los niveles de IL6, TNF- oy COX -
2, debido a la inhibicion de NF-«B, el cual favorece la transcripcion de estos genes, de
ese manera ayuda a evitar la apoptosis y la inflamacion, segin Jiang et al.(68).

Por todo lo descrito por los diferentes investigadores y los hallazgos del presente estudio,
se podria pensar que la administracion de LC inhibe la muerte celular programada de las
células B del pancreas, con lo cual se provocd que el nivel de insulina en el pancreas
incrementara de forma significativa en el grupo C+LC, en tanto, en el grupo F+LC no fue
tan alto, a causa del dafio previo. La administraciéon con LC favorece la estabilidad de la
membrana debido a su participacion en la acetilacion de los fosfolipidos de la membrana
y a su naturaleza antipatica 2, mejora notoriamente la acumulacion de 4cidos grasos de
cadena larga alrededor de las mitocondrias, pudiendo inhibir la despolarizacion y la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, teniendo como consecuencia menor
liberacion de citocromo ¢, evitando la apoptosis 3.

En consecuencia, la suplementacion con LC, sobretodo en el grupo C+LC, favorecio
mayor nivel de insulina pancreatica sin modificar la insulina plasmatica. Este resultado
obtenido podria explicarse no solamente por la inhibicion de la apoptosis sino también
porque la LC favorece la proliferacion de las células B del pancreas y la sintesis de
insulina.

El contenido de insulina en las células B-pancreaticas es muy dindmico, depende del
estado nutricional de la célula, asi como de una regulacion transcripcional. Diversos
factores regulan la expresion del gen de insulina como PDX1, que es un transactivador
que se une al elemento TATA en la zona promotora del gen de la insulina y MafA que es
un factor de transcripcion que cuando se une RIPE3b, elemento potenciador, regula la
expresion del gen de insulina &9,

El estudio de Baumel-Alterzon et al.®> evidenciaron que una disminucién de los niveles
de Nrf2 produjo una disminucién de los niveles de insulina, ademas, esos hallazgos se
correlacionaron con una disminucion de la expresion de ARNm de PDX1 y MafA. Ellos
concluyeron que el Nrf2 aumenta la proliferacion y la masa de las células B-pancreaticas
con lo cual aumenta la sintesis de la insulina y seria probablemente una diana terapéutica.
Diversos estudios refieren que la LC aumenta la expresion de NRF2 (38687 de esa
manera se puede presumir que favorece la proliferacion de la células B-pancreaticas asi

como aumento de sintesis de insulina.
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A nivel hepatico, los valores de la LC libre se incrementaron significativamente en 21,5
% debido a la aplicacion de LC en el grupo F+LC en comparacion al grupo C. Sin
embargo, se reporto que el tratamiento con LC no mostr6 un aumento significativo en sus
pares comparativas (tabla 3). Una explicacién que puede plantearse es que, en situaciones
metabolicamente estables como en el que se encuentra el grupo C+LC, los valores de la
LC libre no varian notoriamente; empero, el comportamiento podria cambiar en
situaciones patoldgicas como en el que sucede en el grupo F+LC; debido al incremento
de la formaciéon de EROs, la LC administrada actia como scavenger, sin evidenciar
incremento marcado de los niveles en el grupo F+LC frente al grupo F. Esto se apoya en
el trabajo de investigacion de Giilgin ®); en el cual concluye que la LC in vitro trabaja
como scavenger de los EROs: peroxido de hidrégeno, anién superdxido y radical
hidroxilo; asimismo acta favoreciendo la quelacion del ion Fe *2, sugiriendo que se
puede dar entre el ion ferroso y los grupos hidroxilo y carboxilato. La LC gracias a su
grupo carbonilo, podria darle estabilidad a los EROs en la posicion o mediante
conjugacion®.

De igual manera, diversas investigaciones refieren que la LC actia como scavenger con
propiedades antioxidantes 33°0-92) En esta situacion de estrés oxidativo, otro factor que
podria haber influenciado es el informado por Chang ef al. ©*), ellos manifiestan que el
transportador de carnitina OCTN-2, puede ser destruido por radicales libres, situacion
que evidenciaron cuando el nivel de expresion de OCTN-2 disminuy6 en la hepatitis
aguda, y eso podria provocar un absorcion incompleta.

En el modelo de estrés oxidativo provocado por el consumo de fructosa, hay una gran de
produccion de EROs y disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes; esto ha
sido reportado por varias investigaciones 31423:47:52.56.63) [ a fructosa cuando ingresa a
nuestro organismo en su ruta metabodlica de oxidacion, continua hacia a la formacion de
piruvato e ingresa al ciclo de Krebs, produciéndose gran cantidad de NADH y FADH,,
que son donadores de electrones; cuando ellos van a la cadena transportadora de
electrones generan grandes cantidades de O* y este cuadro podria acentuarse mas en un
estado de sobrenutricion, donde también se incrementa la actividad de NADPH oxidasa,
con produccion de ROS @%. En el estudio de Furukawa et al.®¥ informaron que se
presentd aumento de la actividad enzimatica de NAPDH oxidasa en tejido adiposo de
pacientes obesos asociado a un descenso de la expresion de enzimas antioxidantes,

generando facilmente estrés oxidativo.
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En condiciones fisioldgicas, el sistema antioxidante se encuentra estable y es regulado
por factores de transcripcion que controlan el sistema redox celular ?*). Asi como el factor
transcripcion Nrf-2 que se encuentra unido al inhibidor Keap1, y en condiciones basales,
este complejo es ubiquitinizado y degradado por el proteosoma; en situaciones de estrés,
keap-1se oxida en sus residuos de cisteina, en los sitios tiolicos, liberando al Nrf-2, con
lo cual se trasloca al nticleo para transcripcion de enzimas antioxidantes 3. Cuando hay
una sobreproduccion de EROs, se puede interferir con esta via ©9),

En diferentes investigaciones se ha informado que el uso de fructosa por tiempo
prolongado puede alterar el sistema antioxidante, enzimatico o no enzimatico, con
disminucién de actividad de SOD, CAT, GPx y modificacion de actividad de glutation
reductasa con incremento de los niveles de MDA 11:18:23.63) y disminucién sobre todo del
nivel de GSH, esto asociado a lo descrito anteriormente genera estrés oxidativo.

Una de las primeras enzimas que responde ante esta agresion es SOD, que cataliza la
dismutacion del anion superdxido. Se pudo observar un comportamiento acoplado entre
la SOD Cu/Zn y la SOD Mn; mientras que la primera disminuye, la segunda aumenta
(figura 7). Asi como lo reporta Suzuki et al.®?, cuando hay una sobreproduccion de
EROS, este puede provocar la inhibicion de la actividad de SOD Cu/Zn e incremento de
la actividad de SOD Mn, posiblemente como una respuesta adaptativa al incremento de
EROS. Asimismo, Case ®® refiere que el SOD Mn es la forma mas antigua de SOD y
que ha evidenciado ser la mas critica para la supervivencia celular en estrés oxidativo.
Debido a la afectacion del sistema antioxidante, la administracion de la LC, como ya se
menciond al inicio favorece el proceso de P-oxidacion, aumentando la proporcion
CoA/acetil- CoA en la mitocondria por la formacion de acetil-LC con ayuda de la
carnitina acetiltransferasa, saliendo por carnitina/acetilcarnitina translocasa; esto
demuestra que la LC actiia como un transportador de grupos acetilos de la mitocondria al
citosol y posteriormente puede ir al nucleo. Estos grupos acetilos son utilizados en los
mecanismos de acetilacion de proteinas o histonas generando cambios pos-
traduccionales, asi como cambios epigenéticos ©%1%0 Segtin Kerner et al'°D, el
tratamiento con acetilcarnitina in vivo aumento la acetilacion de proteinas mitocondriales
previamente acetiladas o no acetiladas, siendo una de ellas la SOD Mn. Podria proponerse
que la acetilacion favoreceria una mayor actividad enzimatica.

Otro hallazgo en el estudio es el aumento significativo de valores de proteinas a nivel
mitocondrial y posmitocondrial (proteinas citosdlicas, microsomales, peroxisomales y

lisosomales) que se observo en el grupo C+LC debido a la administracion de la LC en
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comparacion al grupo C. De igual manera, en el grupo F se hall6 incremento en 22 %
(proteinas totales mitocondriales) y en 16 % (proteinas totales posmitocondriales),
aunque no significativo en comparacion al grupo C. Sin embargo, la administracion de
LC al grupo F+LC no mostré incremento significativo, solo puede observar un leve
aumento en ambos parametros (tabla 3). Con estos resultados obtenidos se propone que
la LC se comporta como un regulador de la actividad enzimatica, ademas de favorecer la
sintesis proteica, siendo uno de ellos, las enzimas antioxidantes.

En esta situacion de estrés, también hay gran produccion de H>O»; para este ERO se tiene
un sistema antioxidante compuesto de catalasa, glutation peroxidasa, peroxirredoxinas,
tioredoxina y glutation; siendo CAT, la via principal de eliminacién del perdxido de
hidrégeno. En esta investigacion se evidenci6 que la bebida con fructosa al 40 % a libre
demanda gener6 una disminucion en 20 % de la actividad enzimatica de la CAT en el
grupo F frente al grupo C (figura 8), esto podria ser por una inhibicion directa de los
EROs como el H,O;, anién superdxido o radical hidroxilo (9% o disminucién de la
expresion de mRNA de CAT.

Esta propuesta puede ser apoyado por el estudio por Lopes et al. 1%, quienes usando
ratas Wistar administraron fructosa subcutdanea 0.9 mg/g de peso en una dosis, mostrando
la disminucién de la actividad enzimatica de CAT y sugiriendo que esta disminucién es
probablemente causada por una saturacion de la enzima o inhibicién directa por los EROs.
De igual forma, Cavarape et al.'"” reportaron que el consumo de una dieta rica en fructosa
(60 % de las calorias de la dieta) durante dos semanas en ratas Wistar provocd
disminucion significativa de la expresion mRNA de CAT.

Cuando se les dio como tratamiento LC al grupo F + LC, se reportd un incremento
significativo de su actividad (figura 8), situacién similar fue hallada por Yildirim et
al. ®, donde evidenciaron el incremento de la actividad de CAT cuando se administro
100 mg/kg/24 h de LC durante 20 dias en ratas hipertiroideas. En el estudio realizado
por Li et al. "%, provocaron estrés oxidativo con el uso de H>O: en células hepaticas in
vitro, observando que la administracion de LC atenuaba la inhibicion de la actividad y la
disminucién de la expresion de SOD y CAT provocada por el H2Oz, ademas informaron
el incremento de la expresion de PPAR-a. Por otro lado, Tomaya et al. % refieren que
ligandos unidos a PPAR-a activan a CAT, con lo cual disminuye el nivel de H,O»
extracelular previniendo la fibrosis hepatica. PPAR son una gran familia de receptores

nucleares, que se unen con RXR formando un heterodimero; el dimero interactua con
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elemento de respuesta proliferador peroxisomal (PPRE) activando la transcripcion de
diversos genes (199,

Con estas investigaciones, se propone que la LC pudiera incrementar la expresion de
PPAR-a y de esta manera aumentaria la expresion y actividad de CAT. En cambio,
cuando administramos LC al grupo C+LC, se evidencia una disminucion significativa de
la actividad enzimatica y probablemente debido a que no hay una situacion de estrés, por
ende, no hay gran produccion de H202 y no es necesario aumento de su actividad que si
se observa en el grupo F+LC.

El consumo de fructosa al 40 % durante 2 meses no modificod la relacion CAT/SOD
hepatica comparado con el grupo C (figura 9), probablemente la razén es que el consumo
de fructosa provocé una disminucion de la actividad de CAT y de la actividad de SOD,
probablemente debido a una disminucion en su sintesis, inactivacion directa por los EROs
o incluso por la glicacion de proteinas. Un resultado diferente fue obtenido por S6zmen
et al.'%?, donde evaluaron a 162 pacientes, diabéticos y controles, donde se determin6 un
incremento significativo de la relacion CAT/SOD plasmatica en diabéticos comparado al
control, debido a un aumento de la actividad de CAT y disminucion en la actividad de
SOD; ellos proponen que probablemente este cambio fue debido al estrés oxidativo,
sobretodo por el peréxido de hidrogeno, que induce la actividad de la CAT y reduce la
actividad de la SOD.

Después de la administracion de LC al grupo F+LC, se observé un incremento marcado
de la relacion (figura 8), ya que se evidenci6 que hay un mayor aumento de actividad de
CAT en comparacion de SOD, probablemente la LC favorecio la expresion de SOD, pero
esta pudo ser inhibida por los EROs, en cambio, también hubo un incremento de la
expresion de CAT asociado a otros sistemas antioxidantes que también degradan al H,O»
como el GPx, tioredoxina, GSH o peroxiredoxinas, y de esa forma evitando que el H2O»
inhiba a la enzima.

Otro mecanismo antioxidante de primera linea es el GPx, que permite la degradacion del
H>0> o peroxidos organicos. Con el consumo de fructosa, en el presente estudio se reportd
una reduccion significativa de la actividad enzimatica como lo reporta también Germoush
et al. ©, con una dieta rica en fructosa al 30 % produjo disminucion de la actividad
enzimatica de GPx y de SOD. Para tratar de disminuir el estrés oxidativo, se incrementaria
la actividad del GPx en respuesta compensatoria, utilizando al glutation para esta accion.
Sin embargo, esta enzima podria ser inactivada por sus propios sustratos cuando hay en

elevadas cantidades 19%199) asi también se debe recordar que la fructosa puede glicar
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proteinas y modificar su actividad enzimatica (19, siendo estas situaciones las causas que
podrian explicar los resultados disminuidos en la actividad enzimatica del GPx en el
grupo F comparado al grupo C (figura 10).

Cuando se administro LC, no se evidencid mejora en la actividad enzimatica en el grupo
F+LC frente al grupo F (figura 10), esto difiere con otros estudios de estrés oxidativo
causado por diversas enfermedades, donde si se evidencid que si que hay aumento en su
actividad %11%1D Eg asi como, ElGendy et al. 'V elaboraron un estudio en ratas
diabéticas Sprague Dawley inducido con estreptozotocina; para revertir los efectos de
este fdrmaco, se uso como tratamiento LC 500 mg/kg/24h durante 21 dias via
intraperitoneal, observandose mejora significativa en la actividad enzimética. Se plantea
que probablemente debido al ambiente oxidativo creado por la fructosa, con la formacion
de grandes cantidades de perdxidos orgénicos, estos tienen la capacidad de inhibir la
actividad enzimatica de GPx a pesar del uso del LC, siendo la dosis y la via de
administracién un punto importante a considerar, pues la via peritoneal permite una
mayor biodisponibilidad y mayor efecto en comparacion a la via oral (figura 10).

Un punto importante en la regulacion del estrés oxidativo es la formacion de NADPH, ya
que es un agente reductor que es utilizado por diversas enzimas antioxidantes como
glutatiéon reductasa, tioredoxina reductasa, hemooxigenasa y biliverdina reductasa;
ademés forma parte estructural de CAT mejorando su actividad enzimatica @¥; sin
embargo, el NADPH también es usado por la enzimas cetoacil ACP reductasa y enoil
CAP reductasa que participan en la formacion de 4cidos grasos y por la enzima aldosa
reductasa en estado de hiperglicemia. La enzima que se encarga principalmente de su
produccion es la G6PDH.

En la presente investigacion, se reportd que el uso de fructosa aumentd en 72 % la
actividad de G6PDH (figura 10). Del mismo modo, Francini et al.!”, quienes realizaron
un estudio en ratas Wistar con fructosa al 10 % durante 21 dias, mostrando aumento de
los niveles de MDA y aumento de la actividad de G6PDH, disminucién de la actividad
de SOD, CAT vy sin cambio en GPx. Complementariamente, Tchouagué et al.(1'?
elaboraron un estudio donde evidenciaron que en estado de hipertermia hay mayor
actividad de Nrf2, factor de transcripcion que se activa en situacion de estrés oxidativo,
con aumento de expresion de peroxiredoxinas, GSH y G6PDH Adicionalmente, Park et

al @Y reportaron que en la obesidad hay aumento de la actividad de G6PDH, debido a una

mayor expresion de mRNA, con lo cual hay una mayor adipogénesis y lipogénesis. Estos
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hallazgos concuerdan con los resultados presentados en este estudio, ya que hay aumento
de tejido adiposo y también aumento de la actividad de G6PDH.

Cuando se administro LC al grupo F+LC, aument6 de manera significativa su actividad
en comparacion al grupo C (figura 10). Se realizé un estudio en peces Elteobagrus
fulvidraco, a quienes se les suplemento la dieta con carnitina, poniéndose en evidencia
el increment6 de mRNA de G6PDH, por lo tanto increment6 su actividad, y se le asocid
con aumenté de la expresion del factor de transcripcion PPAR-y (13, Asimismo, Li et
al."'¥ realizaron una investigacion in vivo; en donde reportaron que la LC protegi6 a las
células HL 7702 del dafio ocasionado por el perdxido de hidrégeno gracias a la activacion
de la via NRF2 mediada por Akt. Otra investigacion realizada por Ahmad et al. ('Y
informaron que la sobreexpresion de NRF2 induce a la expresion de enzimas de la via de
las pentosas como G6PDH. Se podria plantear que la LC aument6 la expresion de NRF2
y de PPAR-y, con lo cual aument6 de transcripcion de GOPDH, incrementando el nivel y
la actividad de la enzima.

En la figura 10, se puede observar la relacion inversa entre GPx y G6PDH, donde se
observa la disminucion de la primera y aumentd de la segunda. La GPx se encarga de
degradar al H202 y peréxidos organicos, mediante el sistema de glutation, en el cual se
utiliza el NADPH, como agente reductor. La G6PDH se encarga de sintetizar NADPH.
Por lo explicado deberia ser una relacion directamente proporcional, sin embargo, es
inversamente proporcional. E1l NADPH, no solo es utilizado por GPx, sino también por
otras enzimas como CAT, tioredoxina reductasa, tiroredoxina.

La relacion CAT/GPx en el grupo C, en el grupo C+LC y en el grupo F, no varia, por que
el comportamiento de la actividad enzimatica es directamente proporcional (figura 11).
El Km de CAT es sobre los 25 mM y de GPx es 6 uM, esto quiere decir que la CAT es
> 4000 mas alto, por ende el GPx tiene mas afinidad y sera la primera en poder degradar
al peroxido de hidrégeno, pero la que tiene mayor capacidad de degradar es la CAT (119,
En el grupo F, debido al estrés oxidativo generado, ambas disminuyen significativamente
su actividad, ya que la CAT puede inactivarse por radical hidroxilo, anion superdxido y
el H,O: , pero no lo inhibe los perdxidos orgdnicos, mientras que GPx puede inactivarse
por H2O> y peroxidos organicos 192 por lo que la relacion no se afecta; asimismo, en el
grupo C + LC, debido a que no hay situacion de estrés oxidativo, y la LC directamente
actia como scavenger, habiendo una leve disminucion en su actividad, por lo que la

relacion no varia significativamente.
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Situacion diferente sucede en la relacion CAT/GPx en el grupo F + LC, donde el
tratamiento con LC provocd aumento significativo de la relacion, lo cual se debi6 a que
hay un incremento significativo de la actividad de CAT, pero no de GPx. Roy et al.
realizaron una investigacion donde administraron LC via intraperitoneal a dosis de
50mg/kg y 100mg/kg durante 7 dias, con lo que se consideraron baja dosis y alta dosis.
Reportaron que SOD y CAT aumentaron a bajas y altas dosis, sin embargo, GPx solo
aumenté en dosis altas. Se podria proponer que, al aumentar la dosis, también mejoria
probablemente la actividad de GPx (figura 11).

En la presente investigacion, se ha probado que la primera linea de defensa antioxidante
ha sido afectada, todas las enzimas antioxidantes han disminuido sus actividades, en
diferente escala por el consumo de fructosa. En una segunda linea de defensa estan los
antioxidantes scavenger ahi se encuentra el GSH, la clasificacion se dio en base a la
revision que hicieron Ighodaro et al. 9 sobre diversas publicaciones.

El consumo de fructosa casi duplicé el valor del nivel de glutation en comparacion al
grupo C (figura 12). Este resultado podria ser explicado porque en situaciones de estrés
se activa Nrf2 que permite la expresion de y-glutamilcisteina sintetasa, que es la enzima
limitante para la sintesis de GSH (', ademas de una menor utilizacion por parte del GPx,
ya que la actividad de esta enzima se encuentra disminuida significativamente en el
presente estudio (figura 10).

Es asi que Seghieri et al.("'® realizaron un estudio en 114 paciente diabéticos insulino-
dependientes y pacientes sanos, donde evaluaron nivel de GSH, glutation transferasa,
glutatién peroxidasa en plaquetas y la relaciéon con hemoglonbina glicosilada. Ellos
reportaron que se incrementd de manera significativa los niveles de GSH y la actividad
de GSH reductasa, pero no hubo variacion en la actividad de GPx en pacientes diabéticos;
por otra parte, se observd un aumento marcado del nivel de GSH cuando se hallaba la
HbA 1> 9%, sugiriendo que ese incremento del nivel de GSH probablemente es por una
menor utilizacién del GPx y un aumento de la actividad de GSH transferasa.

Cuando se administrd LC al grupo F+LC, aument6 el nivel de GSH en comparacion al
grupo C, y al grupo C+CL de manera significativa; y de manera no significativa cuando
se le compard con el grupo F (figura 12). Se puede proponer que si el tratamiento con LC
durard mas tiempo probablemente el aumento seria significativo.

De igual manera, Cao et al.®? realizaron un estudio en células retinales, donde
administraron LC para disminuir el estrés oxidativo generado por altas cantidades de

glucosa, mostrando un aumento en la expresion de NRF2, hemooxigenasa y v-
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glutamilcisteina sintetasa asi como una disminucion en la expresion de Keap-1. De igual
forma, varias investigaciones han reportado que el aumento en la expresion de PPAR-y

favorece la expresion de NRF2 (119120,

Con estas evidencias se podria pensar que la LC
favorece la expresion de y-glutamilcisteina sintetasa via Nrf2 y PPAR-y.

El estrés oxidativo generado puede afectar ADN, proteinas y lipidos de membrana,
especialmente los acidos grasos polinsaturados, ya que por sus enlaces m son mas
susceptibles a la oxidacion. La peroxidacion lipica es un proceso que consiste en tres
fases: iniciacidn, propagacion y terminacion (figura 2).

Los resultados en la figura 12 muestran que el consumo de fructosa a libre demanda en
la bebida provoco un aumento de lipoperoxidacion en 21 % en el grupo F, sin embargo,
el tratamiento con LC no pudo menguar este incremento en higado en el grupo F+LC. En
el estudio elaborado por Rani et al. 12V, ellos usaron ratas jovenes (4 meses) y ratas
mayores (24 meses), en donde evaluaron la lipoperoxidacion en cerebro luego de la
administracion de LC 300 mg /kg/24h via intraperitoneal por un periodo de 21 dias. En
el estudio observaron que hubo una disminucion de la peroxidacion lipidica en ratas
mayores, y conforme aumentaban los dias de tratamiento el descenso fue mas evidente,
sin embargo, no hubo cambios en ratas menores. En el presente estudio se usaron ratas
jovenes de 2 meses, es posible que la edad sea una variable para considerar. Por otro lado,
el tratamiento con LC provocé una reduccion de 66,3 % en el nivel de MDA en el grupo
C+LC, con lo cual se mostr6 el papel antioxidante y citoprotector de LC a nivel hepatico,

e (79187893104  Con estos

corroborando el rol de scavenger discutido previament
resultados diferentes al estudio de Rani et al, podria plantearse que el dafio oxidativo
producido por la fructosa fue tan severo al punto que la LC no pudo mejorar esta situacion,
empero, si la duracion del tratamiento hubiese sido mayor probablemente hubiera sido
capaz de disminuir los niveles, como se manifiesta en diferentes investigaciones
(8,11,18,83,104)

También es posible que la LC ejerza su papel antioxidante a nivel de otras reacciones o
productos ya formados de la cascada de lipoperoxidacion como los dienos conjugados y
los hidroperoxidos lipidicos (figura 2) por lo que no se observa un resultado efectivo a
nivel de MDA.

En este estudio se produjo cambios notorios debido al consumo de fructosa al 40 % a
libre demanda; a nivel de la defensa enzimatica antioxidante se probd disminucion
significativa de la actividad de GPx (p=0) y tendencia a disminuir la actividad enzimética

de SOD Cu/Zn y CAT en aproximadamente en 20 %, ademds del incremento en 72 % de
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la actividad de G6PDH. Con el tratamiento con LC en el grupo F+LC se mostro, aumento
en 100 % en el nivel de insulina en pancreas, y mejora del sistema antioxidante con
aumento significativo de la actividad enzimatica de CAT (p=0,013) y de G6PDH
(p=0,017), asi como aumento en 28,3 % en la actividad de SOD Mn pero sin cambio
notorio en la actividad de SOD Cu/Zn y de GPx (figura 7, 8 y 10).

La LC posiblemente puede favorecer el incremento de la expresion de factores de
transcripcion, siendo uno de ellos, el PPAR-o que favorece la expresion y actividad de
SOD Mn, SOD Cu-Zn, CAT. Otro factor de transcripcion seria PPAR-y que favorece la
expresion y actividad de CAT y expresion de NRF2, de igual forma, el Nrf2 favorece la
expresion de enzimas antioxidantes como GPx, G6PDH, SOD, CAT y y-glutamilcisteina
sintetasa, esta ultima se usa para la sintesis de GSH. Todos estos mecanismos pueden
disminuir la peroxidacion lipidica.

Finalmente, la L-carnitina, metabolito de sintesis principal en el tejido hepatico y el renal,
cuyo papel se relaciona principalmente con el proceso de B-oxidacion, también ejerce un
rol antioxidante que se refleja en el modelo de estrés oxidativo provocado por la fructosa.
En el presente estudio, este papel antioxidante lo ejerce a nivel de la actividad de las

enzimas SOD Mn, CAT y G6PDH, asi como el incremento del nivel de GSH total.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1. La L-carnitina aumenta significativamente los niveles de insulina pancreatica en
situacion de estrés como en situacion fisioldgica.

2. La administracion de L-carnitna no modifica significativamente los niveles de L-
carnitina libre en el higado.

3. La L-carnitina en situacion de estrés producido por la dieta rica en fructosa no
mejora el nivel de lipoperoxidacion hepatica, sin embargo, incrementa
significativamente los niveles de glutatién total. La L-carnitina en situacion
fisioldgica ejerce su efecto citoprotector, disminuyendo significativamente los
niveles de lipoperoxidacion.

4. La L-carnitina favorece la actividad de enzimas antioxidantes de primer nivel
catalasa, superoxido dismutasa ligado a Mn y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
De manera significativa en la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
enzima que forma parte del sistema de glutation peroxidasa; y permite la
recuperacion de la actividad de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa
ligado a Mn, en el modelo de estrés oxidativo generado por el consumo de fructosa
al 40 % en la bebida a libre demanda.

5. El consumo de fructosa al 40% produjo estrés oxidativo a nivel del sistema
antioxidante disminuyendo la actividad enzimatica de superoxido dismutasa
Cu/Zn, catalasa y glutation peroxidasa en diferente magnitud e incremento de los

niveles de lipoperoxidacion.
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CAPITULO VIII: ANEXOS

Grupo C: control, Grupo C + LC: control + L-carnitina, Grupo F: fructosa, Grupo F + LC: fructosa + L-carnitina

ANEXO 1. Los circulos demuestran los depdsitos de tejido adiposo abdominal en el mesenterio
y retroperitoneo en los grupos C, C + LC, F y F + LC. Los depdsitos de tejido adiposo son mayores
en los grupos F y F + LC, después de 8 semanas de tratamiento con fructosa al 40 %.



