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ABREVIACIONES

ROS: reactive oxigen species, especies reactivas de oxigeno.
RNS: reactive nitrogen species, especies reactivas de nitrégeno.
‘02 superoxido.

OH: : radical hidroxilo.

H>0>: peroxido de hidrégeno.

NO-: 6xido nitrico.

ONOQO: peroxinitrito.

NOX: NADPH oxidasa.

CYP: citocromo p450.

LOX: lipoxigenasa.

COX: ciclooxigenasa.

XO: xantina oxidasa.

mtNOS: enzimas Oxido nitrico sintasa mitocondrial.
nNOS: enzima 6xido nitrico sintasa neuronal.

eNOS: enzima Oxido nitrico sintasa endotelial.

INOS: enzima Oxido nitrico sintasa inducible.

HFD: high fat diet, dieta alta en grasa.

GSH: glutation.

GSSG: glutation oxidado.

GSH/GSSG: razén glutation reducido glutation oxidado.
*NO: monoxido de nitrogeno.

NADH/NAD*: razon NADH/NAD*.

NADPH/NADP*: razon NADPH/NADP?*,

Nrf2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2.
NAD™: nicotinamida adenina nucle6tido forma oxidada.
NADH: nicotinamida adenina nucleétido forma reducida.

GR: enzima glutation reductasa.



FAD: flavina adenina dinucléotido.

GPx: enzima glutation peroxidasa.

CAT: enzima catalasa.

ATP: adenosin trifosfato.

SOD: enzima superoxido dismutasa.

NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
MDA: malondialdehido.

FRAP: Ferric Reducing/Antioxidant Power.

BCA: ensayo de acido bicinconinico.

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances.

ARE: antioxidant response element.



1.-RESUMEN

Introduccion: ratones macho C57BL/6 alimentados con dieta alta en grasa por 12 semanas
no presentan signos de estrés oxidativo en el corazon, a pesar de que desarrollan cambios
metabolicos, como aumento de peso, resistencia a insulina e hipertrofia cardiaca.
Asimismo, se ha visto que en estos ratones aumenta la concentracion de glutation y la razon
GSH/GSSG en homogenizado de tejido cardiaco. Estos resultados se contraponen a los
observados en higado y sugieren que la dieta alta en grasa gatilla mecanismos antioxidantes
diferentes en el corazon. Por lo tanto, el proposito de este estudio es investigar los cambios
en el estado o0xido-reduccion del corazon en ratones alimentados con dieta alta en grasa, por
12 semanas, para establecer si existen diferencias en la actividad de las principales enzimas
antioxidantes y en las relaciones de los principales pares oxido-reduccién (GSH/GSSG;
NADH/NAD"; NADPH/NADP).

Hipdtesis: “La obesidad inducida en ratones C57BL/6 por dieta alta en grasa desencadena

una respuesta antioxidante en el corazon que deriva en estrés reductivo”.

Obijetivo: investigar el efecto de una dieta alta en grasa en el balance 6xido-reduccion en el

tejido cardiaco.

Meétodo: se utilizaron muestras de tejido cardiaco, obtenidas de dos grupos experimentales
de ratones cepa C57BL/6. El grupo control fue alimentado con una dieta control y el grupo
experimental con una dieta alta en grasa por 12 semanas. En homogenizados de corazon se
determind la concentracion total de glutation, y de nucleétidos de adenina, las razones de
GSH/GSSG, NADH/NAD™ y NADPH/NADP?*, la concentracién de MDA, la capacidad
antioxidante del plasma, la carbonilacion de proteinas y la actividad de las enzimas

glutation reductasa, glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa.



Resultados: para los ratones alimentados con dieta alta en grasa se observo que en el
corazbn se encuentran aumentados los siguientes parametros: GSH total, razon
GSHred/GSSG, NADH+NAD" y aumento de la actividad de la enzima glutation reductasa.
Para el higado, se observé un aumento en las razones GSHred/GSSG y NADPH/NADP?,
un aumento en la carbonilacion de proteinas, un aumento de la actividad enzimatica de la
superoxido dismutasa, y una disminucion de la actividad enzimatica de la glutation
reductasa. Por Gltimo, en el plasma de estos ratones se observé una disminucion de la

capacidad antioxidante y una disminucién de la actividad enzimatica de la catalasa.

Conclusiones: en conjunto, los resultados anteriores muestran que se encuentran activadas
las vias antioxidantes a nivel celular y que no existe un estado de estrés oxidativo en los
ratones alimentados con dieta alta en grasa; sin embargo, tampoco es posible aseverar que

estos se encuentran en un estado de estrés reductivo.



2.-MARCO TEORICO

El dafio por estrés oxidativo se ha relacionado con la patogenia de enfermedades cronicas
no transmisibles, como enfermedad cardiovascular, ateroesclerosis, obesidad y diabetes
(1,2). En particular, la obesidad es actualmente un importante problema de salud puablica,
debido a la reduccion de la calidad y la expectativa de vida, aumentando al mismo tiempo
el riesgo de padecer otras enfermedades como diabetes, enfermedad cardiovascular, cancer,

asma, infertilidad, trastornos del suefio, disfuncion hepatica y disfuncion renal (3).

El tejido adiposo se compone de grasa blanca, grasa parda y grasa beige. La grasa blanca
estd formada por adipocitos que en condiciones fisiolégicas almacenan el exceso de
nutrientes en gotas lipidicas de triglicéridos y se ubica en la regidn gluteo-femoral, en el
tejido subcutaneo y en regiones viscerales, rodeando los érganos internos (4). La grasa
parda se deposita con mayor frecuencia en la infancia que en la vida adulta, sin embargo, en
los adultos persisten depdsitos perirrenales, paravertebrales, supraclaviculares y algunas
areas alrededor de los vasos (5). Finalmente, la grasa beige se localiza principalmente en

regiones inguinales y cervicales (6).

Estudios clinicos sefialan que los depositos de grasa blanca se correlacionan con un
aumento de la incidencia de diabetes mellitus, dislipidemia aterogénica e hipertension (7,8).
Ademas, se ha demostrado que la grasa blanca es un marcador de resistencia a la insulina,
que se asocia con el sindrome metabdlico (9). Ante un balance de energia positivo cronico,
los adipocitos de la grasa blanca en el tejido adiposo visceral acumulan triglicéridos,
expandiendo el tejido adiposo visceral, aumentando la expresion de adipoquinas
proinflamatorias y de marcadores de estrés oxidativo, activando el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, y provocando también desregulacion de vias de apoptosis y
autofagia en los adipocitos (10,11).



2.1.-Estrés oxidativo

Cuando se produce un desbalance entre la produccién de ROS (reactive oxigen species,
ROS) o RNS (nitrogen reactive species, RNS) y sus mecanismos de eliminacion, se
produce el estrés oxidativo. Las ROS y las RNS participan de la mantencion de la
homeostasis celular (12,13). Las ROS incluyen radicales libres como el superoxido (:027) y
el radical hidroxilo (OH), y derivados no radicales del oxigeno como perdxido de
hidrégeno (H202). Las RNS incluyen radicales libres como el oxido nitrico (NO) y
derivados no radicales como el peroxinitrito (ONOQO™) (14). En particular, los radicales
libres tienen un electron desapareado que es altamente reactivo y, por lo tanto, se unen a
otras moléculas para estabilizarse. Los derivados no radicales son menos reactivos y tienen

una mayor vida media (14-16).

En las células existen distintas enzimas que producen ROS para el funcionamiento éptimo
del metabolismo celular, como (12,17,18):

e NADPH oxidasa (NOX).

e Citocromo p450 (CYP).

e Lipoxigenasa (LOX).

e Ciclooxigenasa (COX).

e Xantina oxidasa (XO).

e Cadena transportadora de electrones.

e Betaoxidacion de acidos grasos en peroxisomas.

Las reacciones entre especies reactivas pueden dar origen a otras mas reactivas, por
ejemplo, mediante la reaccion de Fenton puede producirse radical (OH') a partir de H20>

utilizando hierro como donante de electrones (12,17,18).

Las RNS se producen a partir de NO, el cual es generado por las enzimas 6xido nitrico
sintasa mitocondrial (mMtNOS), neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). El

(NO) puede reaccionar con (‘O2") para generar especies reactivas como (ONOO") (19).



2.2.-Principales fuentes de ROS en obesidad

Se ha propuesto que la obesidad se asocia a un estado cronico de inflamacion sistémica de
bajo grado, el que esta mantenido por la activacion de la inmunidad innata en el tejido
adiposo, provocando un aumento en los niveles de mediadores proinflamatorios circulantes
y de marcadores de estrés oxidativo (20). Se describe que la dieta occidental, o dieta alta en
grasa y en é&cidos grasos saturados (HFD, por sus siglas en inglés), se asocia con un
aumento del estrés oxidativo y puede modificar el nivel sérico de especies oxidantes (21).
Se ha propuesto que el alto consumo de carbohidratos en la dieta contribuye a elevar la
produccion de ROS, debido a la saturacion de la cadena transportadora de electrones (22).
Asi, es aceptado que la obesidad se caracteriza por un incremento en los niveles de ROS
(1,22).

En la obesidad, las ROS derivan principalmente de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial y de la NOX. Al aumentar la ingesta caldrica aumenta la produccién de (-O2),
por ejemplo, se ha comprobado que los acidos grasos libres tienen este efecto en ratones
(22,23). Ademas, la produccion de (‘O2") desde la cadena transportadora de electrones
aumenta la produccion de (H20-) en la mitocondria (24-26). Finalmente, se ha comprobado
que la produccion de (H202) mitocondrial aumenta en una dieta alta en grasa,
contribuyendo a un mayor aumento en el estrés oxidativo celular, cuya persistencia deriva
en el desarrollo de resistencia a la insulina (27). Estas ROS interactdan con proteinas y
lipidos alterando su estructura y funcion (24-26). Los mecanismos de eliminacion de las
ROS y de las moléculas oxidadas utilizan glutation (GSH) como molécula antioxidante,
que se oxida a GSSG (24-26). La razon GSH/GSSG se considera un marcador de estrés

oxidativo celular y de la funcion mitocondrial (24-26).

Otra fuente importante de ROS en obesidad es la NOX, que en condiciones de una dieta
alta en grasa, aumenta su expresion en respuesta a mediadores proinflamatorios de

adipocitos y macréfagos (23).



Ademas, se ha propuesto que las ROS estan aumentadas en la grasa blanca como resultado
de disfuncion mitocondrial y estrés de reticulo de los adipocitos (28). Por ejemplo, en
ratones obesos se ha observado que estd aumentada la produccién de ‘Oz~ citosélico en
comparacion con los controles (28). EI aumento de ROS provoca lipoperoxidacion,
favoreciendo la disfuncién endotelial y el desarrollo de aterosclerosis, aumentado el riesgo
de infarto agudo al miocardio. Asimismo, el aumento del estrés oxidativo provoca dafios en
el DNA, que afectan la transcripcion y la proliferacion celular, interrumpiendo vias de

sefializacion sensibles a estrés oxidativo (10,29).

2.3.-Balance 6xido-reduccion y antioxidantes

Para mantener la homeostasis, las células han desarrollado mecanismos antioxidantes que
controlan los niveles de ROS/RNS (balance Oxido-reduccién). La produccion de ROS
moderada y controlada es necesaria para mantener los efectos mediados por segundos
mensajeros; por ejemplo, el (NO) y el monoxido de nitrogeno (¢NO) participan en la
vasodilatacion, en la proliferacién celular, en vias de apoptosis y en necrosis, mientras que
el (H202) modula transduccion de sefiales por oxidacion reversible de residuos de cisteina y
grupos tioles en enzimas tirosinas quinasas (30-33). Cuando existe un desequilibrio en el
balance oxido-reduccidn, se fomenta el acimulo de ROS/RNS, produciéndose el estado de
estrés oxidativo en las células o en los tejidos, manifestando como consecuencia dafios a
nivel molecular (30-33). De esta manera, el estrés oxidativo puede afectar directamente a
los acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y lipidos (lipoperoxidacion) (30-33). Asi, en
el organismo el balance dxido-reduccion depende de la eliminacion de ROS/RNS por
accion de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, que reducen los compuestos
oxidantes (30-33). Los tampones éxido-reduccion corresponden a un grupo de moléculas
gue actuan como transportadoras de electrones, conduciendo equivalentes de reduccion
entre las reacciones Oxido-reduccién celulares, entre ellos se encuentran los pares 6xido-
reduccion GSH/GSSG, NADH/NAD* y NADPH/NADP?*, que se describen a continuacion

junto a los antioxidantes enzimaticos mas relevantes (34).
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2.3.1.-Tampones oxido-reduccion celulares

En todas las células del organismo existen moléculas que modifican o mantienen el estado
oxido-reduccidn, con el objetivo de mantener la homeostasis de las células y de los tejidos.

Entre ellas encontramos al GSH y a moléculas derivadas de NAD (32-36).

GSH/GSSG: el glutation (y-I-glutamil-I-cisteinil-glicina, GSH) es una molécula
antioxidante que se encuentra en todas las células de los mamiferos. Es sintetizada en el
citosol por las enzimas yglutamil cisteina ligasa y glutation sintetasa, desde donde es
transportado hacia el nudcleo, el reticulo endopldsmico y la mitocondria. Al oxidarse
produce GSSG, que es reconvertido a GSH por la glutation reductasa (GR). La expresion
de las enzimas que sintetizan GSH esta regulada por Nrf2 (factor 2 relacionado con el
factor nuclear eritroide 2) (32,35). En la mitocondria se concentra entre el 10% a 15% del
GSH intracelular (5-10 mM). ElI GSH se encuentra dentro de las células en su forma
reducida (GSH) y en su forma oxidada (GSSG) (32,35). El GSH es utilizado como sustrato
por la enzima glutation peroxidasa (GPx) para reducir lipohidroperdxidos a alcoholes y
H>02 a H20, formando un enlace disulfuro entre dos moléculas de GSH, que genera GSSG
(32,35). La funcion antioxidante del GSH esta dada por un grupo tiol que se oxida cuando
el GSH reduce a la molécula blanco (35). EI GSSG se acumula en el medio intracelular, por
lo tanto, la razon GSH/GSSG es un marcador de estrés oxidativo (35). Asi, la disminucion
de los niveles plasmaticos de GSH indica estrés oxidativo, mientras que niveles excesivos
de GSH podrian disminuir el tono oxidativo basal contribuyendo a la generacién de estrés
reductivo (35).

NADH/NAD*: la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD®) es una coenzima
indispensable en el metabolismo intermediario que actia como un trasportador de
electrones en reacciones 6xido-reduccion. NAD™ actda principalmente como un aceptor de
electrones de vias catabdlicas y, por lo tanto, la razén NADH/NAD" se mantiene baja en
condiciones normales. La razén NADH/NAD" en la mitocondria es aproximadamente 0,12

y alrededor de 0,01 en el citoplasma. En condiciones de estrés oxidativo, aumenta la
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concentracion de NADH vy disminuye la concentracién de NAD", de tal manera que
aumenta la razon NADH/NAD" (36,37).

NADPH/NADP*: la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP*) es una coenzima
del metabolismo intermediario que actla principalmente como donante de electrones en las
vias anabolicas, por lo tanto, la razon NADPH/NADP* se mantiene elevada en condiciones
normales (36). En condiciones de estrés oxidativo, la concentracion de NADPH disminuye,
mientras que la de NADP™ aumenta de tal manera que disminuye la razon NADPH/NADP*
(38).

2.3.2.-Antioxidantes enzimaticos

Al igual que las moléculas tampones &xido-reduccion, existen también antioxidantes

enzimaticos, que regulan la produccion de ROS y de GSH.

Glutation reductasa (GR): es un homodimero que tiene un sitio que une flavina adenina
dinucléotido (FAD) y NADPH, esta presente en el citoplasma, nlcleo y mitocondrias de las
células, y su funcion es catalizar la reduccion de GSSG a GSH utilizando NADPH como
aceptor de electrones (39).

Glutation peroxidasa (GPx): la familia de la glutation peroxidasa (GPx) incluye 4
isoformas que contienen seleniocisteina (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4). La isoforma GPx1 es
la mas abundante y estd presente en todas las células en los dominios citosolico,
mitocondrial y peroxisomal. Su funcién es la remocion de peroxidos intracelulares y es méas
efectiva que la CAT (catalasa) en la reduccion de lipohidroperdxidos y de la

lipoperoxidacion total (40).

En condiciones fisioldgicas, en la célula se requieren ROS (principalmente mitocondriales)
para la estabilizacion de proteinas mediante la formacion de enlaces disulfuros. Una

sobreexpresion de GPx1 puede reducir la formacién de estos enlaces, lo cual se relaciona a
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nivel mitocondrial con una disminucion del potencial de membranas y disminucion de la
produccion de ATP (disfuncion mitrocondrial) y a nivel celular con una reduccion la

sefializacion de factores de crecimiento (32).

Superdxido dismutasa (SOD): dismuta el anion superoxido produciendo H2O.. En
mamiferos, el H.O> es una molécula importante en la sefializacion celular y puede activar la
transcripcion de numerosos genes. Una reduccion en los niveles de H2O. podria promover
apoptosis celular (16). En modelos experimentales de obesidad inducida por dieta alta en
grasa, se ha detectado que los adipocitos secretan mayores niveles de mediadores
proinflamatorios (lipoquinas), generando un incremento en la produccion de ROS/RNS, lo
que perpetda la produccién de citoquinas proinflamatorias. Este proceso genera alteraciones
en el balance dxido-reduccion de los adipocitos, disminuyendo la actividad de SOD,

aumentado la muerte celular y por lo tanto, generando mayor acimulo de ROS/RNS (41).

Catalasa (CAT): cataliza la transformacion de H.O> en H>O y O, Cuando esta
sobreexpresada, la CAT promueve la muerte celular por apoptosis y cuando estad
disminuida, disminuye la activacion de la via de superviviencia de NFxB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), necesaria para
contrarrestar la apoptosis (42). Asi, la CAT reduce la concentracion de H.O> celular
producido por la reduccion del superoxido, y en condiciones proinflamatorias este balance
se desregula, favoreciendo la acumulacion de H2O: y superoxido. A bajas concentraciones
de H20O> disminuye su actividad catalitica y a alta concentracion estimula la actividad de la

peroxidasa.

2.4.-Estrés reductivo

El estrés oxidativo participa en la patogénesis de la obesidad, sin embargo, el tratamiento
con antioxidantes no siempre ha sido positivo. Esto sugiere que un descenso excesivo de las
ROS es perjudicial para las células y, de esta manera, los dafios celulares estarian mediados

tanto por un exceso de ROS (estrés oxidativo) como por un descenso en los niveles de ROS
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(estrés reductivo). El estrés reductivo se define como un “aumento anormal en los

equivalentes reductores en presencia de sistemas intactos de oxidacién y reduccion”, €s

decir, cambios en las razones NADH/NAD", NADPH/NADP* y GSH/GSSG (32,43).

El exceso de equivalentes reductores altera la formacion de puentes disulfuro en proteinas,
modificando el metabolismo celular y alterando la actividad transcripcional (32). Aunque
todavia no es un fendmeno bien comprendido, recientemente se ha descrito que el estrés
reductivo participaria en el desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicas, como
cardiomiopatia hipertrofica, distrofia muscular, hipertension pulmonar, artritis reumatoidea,

cancer, Enfermedad de Alzheimer y sindrome metabdlico (32).

2.5.-Balance 6xido-reduccion en obesidad

Lipoperoxidacion. La lipoperoxidaciéon es el dafio directo por ROS a los lipidos. En
pacientes obesos se ha demostrado que su enfermedad es un factor de riesgo independiente
para la lipoperoxidacion plasmética y que los niveles de lipoperoxidacion plasmatica son

mayores en ellos en comparacion con individuos sanos (44,45).

La lipoperoxidacién es un proceso en el que las ROS oxidan a lipidos que contienen dobles
enlaces, especialmente &cidos grasos poliinsaturados, aunque también ocurre con el
colesterol, fosfolipidos y glicolipidos; originando radicales lipoperdxidos e hidroperdxidos
(12,13,46-49). Los lipidos también pueden ser oxidados por enzimas como las
lipoxigenasas, ciclooxigenasas y la citocromo P450 (12,13,46-49). En condiciones
fisioldgicas, tasas de lipoperoxidacion bajas son necesarias para mantener la homeostasis
celular, ya que activan vias constitutivas que aumentan la produccion de antioxidantes
(12,13,46-49). Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, tasas de lipoperoxidacion

altas inducen a muerte celular por apoptosis (50).
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La deteccion de productos de la lipoperoxidacion permite determinar el nivel del estrés
oxidativo, entre ellos se encuentran el malondialdehido (MDA) y las sustancias reactivas
del &cido barbiturico tales como lipohidroxiperoxidos, dienos conjugados, 4-hidroxinonenal

y F2 isoprostano (51).

2.6.-Estrés reductivo y obesidad

En ratones alimentados con dieta alta en grasa (10-16 semanas) se ha observado que
aumentan la expresién y la actividad enzimatica de SOD, CAT y GPx hepaticas,
aumentando también los niveles de MDA y de GSSG, incrementando la razon GSH/GSSG.
No obstante la dieta alta en grasa aumenta el dafio hepatico mediado por estrés oxidativo
(52), no todos los autores coinciden con esta observacion. Recientemente, en un modelo de
ratones obesos alimentados con dieta alta en grasa, se detectd que mientras en el higado no
variaban los niveles de GSH y disminuia la razén GSH/GSSG, en el rifién disminuia la
concentracion total de GSSG y aumentaba la expresion de GPx. Estos cambios no fueron
observados en todas las cepas de ratones utilizadas, 1o que sugiere que el efecto de la dieta
alta en grasa sobre el sistema GSH esta regulado genéticamente y su variacion depende del
tejido (53).

En este contexto, en pacientes con falla cardiaca se ha observado un estado hiperreductivo,
en vez de un estado de estrés oxidativo (54) y en modelos animales, un aumento de
NADPH en el corazon (55). En conjunto, estos datos permiten concluir que el estrés
reductivo es capaz de incrementar el dafo tisular en el miocardio. Aunque los mecanismos
subyacentes aln se desconocen, es importante conocer si estos estan también alterados en la

obesidad.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion observé que ratones C57BL/6 alimentados
con dieta alta en grasa por 12 semanas incrementan de peso, se hacen resistentes a la
insulina, y presentan signos que indican el comienzo de hipertrofia cardiaca. Sin embargo,

estos ratones no presentan signos de estrés oxidativo en el corazon, tales como aumento de
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carbonilacion de proteinas o disminucion del numero de tioles libres. Ademas, se ha
observado en un estudio piloto que mientras aumenta la concentracion de glutation y la
razon GSH/GSSG, no existen diferencias en las concentraciones de MDA, un indicador de
peroxidacion (datos no publicados). Estos resultados observados son distintos a los que se
observan en higado (56-61) y sugieren que la dieta alta en grasa desencadena mecanismos

antioxidantes en el corazon.

En términos generales, la obesidad podria estar asociada tanto a estrés oxidativo como a
estrés reductivo, teniendo distintos efectos en diferentes tejidos. Asi, el balance oxido-
reduccion puede asociarse a distintas patologias, por lo que resulta relevante determinar la
actividad de las principales enzimas antioxidantes y las relaciones de los principales pares
oxido-reduccion (GSH/GSSG; NADH/NAD*; NADPH/NADPY), para establecer si
efectivamente el corazdn responde de una forma distinta al higado en un modelo de ratén
con ingesta alta en grasa. En este contexto, estos hallazgos serian de gran utilidad para
prevenir futuras patologias cardiacas o hepéaticas en pacientes obesos o en riesgo de
obesidad, a través de la dieta, induciendo mayor o menor actividad de enzimas asociadas al

balance éxido-reductivo.
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3.-HIPOTESIS

“La obesidad inducida en ratones C57BL/6 por dieta alta en grasa desencadena una

respuesta antioxidante en el corazon que deriva en estrés reductivo”.

3.1.-OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto de una dieta alta en grasa en el balance dxido-reduccion en el tejido

cardiaco.

3.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Evaluar el efecto de la dieta alta en grasa sobre el estado 6xido-reduccion en el tejido

cardiaco.

Para desarrollar este objetivo se cuantifico la razon GSH/GSSG, NADH/NAD" y
NADPH/NADP",

2.-Evaluar el efecto de la dieta alta en grasa en los marcadores de dafio oxidativo en el

tejido cardiaco.

Para desarrollar este objetivo se cuantificé la capacidad antioxidante total del tejido

(FRAP), la concentracion de MDAy las proteinas carboniladas.

3.-Evaluar el efecto de la dieta alta en grasa en los mecanismos antioxidantes en el tejido

cardiaco.

Para desarrollar este objetivo se cuantificd la actividad de las enzimas SOD, CAT, GPx y
GR.
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4.-MATERIALES Y METODOS

4.1.-Grupos experimentales

Los ratones macho cepa C57BL/6 fueron adquiridos del Instituto de Salud Pablica (ISP),
Santiago, Chile. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile con la resolucion N°
CBAO0819 asociada al proyecto Fondecyt Regular N° 1160704. Los ratones fueron
mantenidos en condiciones de humedad y temperatura controlada con ciclo luz/noche
12:12 con alimentacién y agua ad libitum, y mantenidos hasta las 12 semanas, segun los

protocolos establecidos por la American Veterinary Medical Association (AVMA).

A partir de 12 ratones, 6 se alimentaron con dieta alta en grasa, compuesta por 60% de
calorias provenientes de grasa, 20% de carbohidratos y 10% de proteinas (ResearchDiets,
Inc. NJ, USA), y 6 ratones se alimentaron con una dieta control compuesta por 10% de
calorias provenientes de grasa (Champion®, Santiago, Chile).

Luego de 12 semanas, cada animal se pes6é y se cuantifico en el plasma la glucosa,
insulina, triglicéridos y colesterol. Inmediatamente después de la eutanasia los corazones
e higados fueron obtenidos y se mantuvieron a -80°C bajo atmosfera de argdn, hasta su

procesamiento.

4.2 .-Tamano muestral

Considerando como variable el peso, para tener un poder de un 90%, un error alfa de un
5% y una diferencia entre las medias de un 20%, se requiere de un n de 6 por grupo

experimental.
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4.3.-Homogeneizado de tejido

Se utilizé tejido cardiaco y hepatico de ratones pulverizado previamente bajo nitrégeno
liquido. A 0,2 gramos de tejido en polvo se le agregaron 600 puL de tampon compuesto por
20 mM de 4cido 3-(n-morfolino)-propanosulfonico (MOPS)-Tris pH 7. Luego se
homogeneizaron con homogeneizador eléctrico TissueTearer (BioSpec, modelo 985370),
3 veces por 30 segundos cada ciclo, a velocidad media. Las muestras homogenizadas se
traspasaron a un tubo Eppendorf y se centrifugaron a 1000 g por 20 minutos a 4°C (rotor
220-87, centrifuga Hermle, modelo Z236K). El sobrenadante se aislo y se separd en
alicuotas, aplicando argéon a cada una, y se almacend a -80°C. Para cada muestra de
homogenizado, se separd una fraccion de homogenizado para realizar la cuantificacion de

proteinas con el método de BCA.

4.4.-Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el ensayo de acido bicinconinico
(bicinchoninic acid, BCA), con el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific™,
Rockford, USA) (62). Este método permite cuantificar la cantidad total de proteinas de
una muestra y se basa en la capacidad de las proteinas de reducir Cu*? a Cu*! en una
solucién alcalina, donde cada ion Cu*! se une a 2 moléculas de BCA, generando un
compuesto de color morado, cuya absorbancia es detectable a 562 nm. En breve, se
prepar6 un estandar de albimina de suero bovino (BSA) y con éste se prepararon 8
diluciones seriadas en el rango de 20-2,000 pg/ml™2. Luego, se prepard el reactivo de
trabajo, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. A continuacion, se agregaron 25 pL
de cada dilucion del estandar, de los homogenizados de tejido cardiaco y de los
homogenizados de tejido hepatico en una placa de 96 pocillos. Inmediatamente se
agregaron 200 pL de la solucion de trabajo a cada pocillo. La placa se puso en un shaker
por 30 segundos y luego se incubo a 37°C por 30 minutos. Al cabo de los 30 minutos, se

leyd la absorbancia a 562 nm.
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4.5.-Cuantificacion de Glutation

La determinacion del contenido de glutation (GSH) se realizdé con el método
espectrofométrico de Griffith (63), utilizando el kit Glutathione Assay (Cayman
Chemical®, Michigan, USA). El ensayo utiliza la enzima glutation reductasa (GR) para la
cuantificacion de GSH. En el ensayo, el GSH reacciona con el acido 5,5 -ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB, o reactivo de Ellman) y produce &cido tio-2-nitrobenzoico (TNB),
que es de color amarillo. EI GSTNB (GSH y TNB) que se produce es reducido por la GR
para reciclar GSH y producir mas TNB. La concentracion de TNB producido es
directamente proporcional a la concentracion de GSH en la muestra, por lo tanto, la
medicién de absorbancia de TNB a 412 nm permite estimar la concentracion de GSH en la
muestra. En resumen, el ensayo indica la concentracion de GSH total y para calcular la
concentracion de GSSG se realizd la derivatizacion de GSH con 2-vinilpiridino. Este
alquila el GSH en la muestra, dejando sélo el GSSG, el que puede ser cuantificado por
DTNB. Por ultimo, antes de realizar el ensayo, los homogenizados de tejido cardiaco y
hepatico utilizados fueron desproteinizados.

4.6.-Cuantificacion de NADH/NAD*

Para determinar la proporcién de NADH/NAD™ se utilizé el kit NAD/NADH Assay Kit
(Colorimetric) (ABCAM®, USA — ab65348) (64). El ensayo utiliza una enzima que reduce
NAD" a NADH. ElI NADH reacciona con una sonda colorimétrica y se mide su
absorbancia a 450 nm, por lo tanto, el ensayo mide la concentracién de NADH total en las
muestras. Para determinar la concentracion de NADH se descompuso NAD* antes de la
reaccion (se calentaron las muestras a 60°C por 30 minutos, de tal manera que sélo queda
NADH). Luego, en una placa de 96 pocillos se agregaron las diluciones estandar de
NADH y las muestras de homogenizado de tejido cardiaco y hepatico; a cada pocillo de
agregd el “mix de reaccion” y se incubO a temperatura ambiente por 5 minutos.
Transcurridos los 5 minutos, se agreg6 el “revelador de NADH” a cada pocillo y se incubd

la placa a temperatura ambiente por 60 minutos. Finalmente, se leyd la absorbancia a 450
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nm. La velocidad de la reaccion se determino en base al cambio (aumento o disminucion)

de absorbancia a 450 nm.

4.7 .-Cuantificacion de NADPH/NADP*

Para determinar la proporcién de NADPH/NADP™ se utilizé el kit NADP/NADPH Assay
Kit (Colorimetric) (ABCAM®, USA —ab65349) (65). El ensayo utiliza una enzima que
reduce NADP*"a NADPH. EI NADPH reacciona con una sonda colorimétrica y se mide su
absorbancia a 450 nm, por lo tanto, el ensayo mide la concentracion de NADPH total en
las muestras. De esta manera, para medir la concentracion de NADPH total no fue
necesario tratar los homogenizados de tejido cardiaco y hepatico previo al ensayo. Para
determinar la concentracion de NADPH se descompuso NADP* antes de la reaccion
(calentando las muestras a 60°C por 30 minutos, de tal manera que s6lo queda NADPH).
Luego, en una placa de 96 pocillos se agregaron las diluciones estandar de NADPH vy las
muestras de homogenizado de tejido cardiaco y hepatico; a cada pocillo de agregé el “mix
de reaccion” y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Transcurridos los 5
minutos, se agregd el “revelador de NADPH” a cada pocillo y se incubo la placa a
temperatura ambiente por 60 minutos. Finalmente, se leyo la absorbancia a 450 nm. La
velocidad de la reaccion se determind en base al cambio (aumento o disminucion) de

absorbancia a 450 nm.

4.8.-Capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP)

Para determinar la capacidad antioxidante del tejido cardiaco, se realiz6 el ensayo de la
capacidad de reduccion férrica del plasma (del inglés ferric reducing ability of plasma,
FRAP), de acuerdo con el protocolo de Benzi y Strain (66). Se utilizo el kit Este ensayo se
fundamente en que cuando un complejo férrico es reducido en condiciones acidas a su
forma ferrosa (Fe*?), emite un color azul, cuya absorbancia de puede medir a 593 nm. Para
realizar el ensayo, primero se diluyeron los homogenizados de tejido cardiaco y hepatico

para alcanzar una absorbancia correspondiente al estandar de 500-600 uM (previamente
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preparado). El plasma no requiere ser diluido. Luego, se agregaron 10 uL de muestra
diluida (corazon e higado) o de plasma en pocillos de una placa de 96 pocillos. A
continuacion, se agregaron 220 ulL a cada pocillo de la “solucién de trabajo FRAP”,
previamente preparada. La placa se mezclo en un shaker por 4 minutos y se leyd la

absorbancia a 593 nm.

4.9.-Cuantificacion de malondialdehido (MDA)

Para determinar la lipoperoxidacion, se cuantifico el malondialdehido (MDA) en
homogeneizado de tejido cardiaco por método colorimétrico (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances, TBARS) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (65). Como
control se us6 homogeneizado de tejido hepéatico. Brevemente, 50 uL de cada muestra, se
incubaron con &cido tiobarbitutico en presencia de SDS a 90°C por 60 min. Se detuvo la
reaccion en hielo, se centrifug6 a 1000 g por 15 min, y se determiné la densidad Optica del
sobrenadante a 532 nm. Se us06 una curva de calibracion que utiliza MDA como estandar
de calibracion (OxiSelectTM TBARS Assay Kit, MDA Quantitation Catalog number
STA-330, Cell Biolabs, INC).

4.10.-Carbonilacion de Proteinas

Para determinar el contenido de proteinas carboniladas de las muestras, se utilizé el kit
OxiSelect AOPP (STA-318, Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) (67). El ensayo se basa en que
los grupos carbonilados de las proteinas oxidadas pueden ser marcados con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNHP). La DNHP reacciona con los grupos carbonilos, formando
2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP), que es estable y puede ser puede ser detectada y
cuantificada por espectrometria (365-375 nm). Para realizar el ensayo se prepararon
alicuotas de los homogenizados de tejido cardiaco y hepéatico conteniendo 250 pg/mL de
proteinas. De éstas, se agregaron 200 pL por pocillo en una placa de 96 pocillos y luego se les

agregd un iniciador de la reaccion, seguido de una solucion de stop. Finalmente, se midi6 la

absorbancia a 340 nm.
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4.11.-Actividades enziméticas

4.11.1.-Catalasa

Se determiné la actividad de la catalasa utilizando el kit Catalase Specific Activity Kit
(ABCAM®, USA - ab118184) (68). El ensayo se basa en que la CAT presente en las
muestras reacciona con H20: para producir H20 y O2. El H202 no convertido reacciona
con una sonda colorimétrica que se puede medir a 570 nm. La actividad de la CAT

presente en la muestra es inversamente proporcional a la sefial obtenida.

4.11.2.-Superdxido dismutasa

Se determind la actividad de la enzima superdéxido dismutasa utilizando el kit Superoxide
Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical®, USA —706002) (69). El ensayo utiliza una sal
de tetrazolio para determinar la concentracion de ion superdxido producido por la xantina
oxidasa (XO) Una unidad de SOD se define como la necesaria para reducir en un 50% el
superdxido. EIl ensayo mide la actividad enzimatica de 3 tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y
FeSOD). Brevemente, se agregé XO a las muestras, se incubd por 30 min y se leyo la
absorbancia a 460 nm. La actividad se determino utilizando una curva estandar de SOD
(SOD U/mL).

4.11.3.-Glutation peroxidasa

Se determin0 la actividad de la enzima glutatién peroxidasa utilizando el kit Glutathione
Peroxidase Assay Kit (Colorimetric) (ABCAM®, USA — ab102530) (70). Este ensayo se
basa en que la GPx oxida el GSH para producir GSSG, como parte de una reaccion donde
reduce hidroperdxido de cumeno. La GR reduce el GSSG para producir GSH, y en la
misma reaccion, consume NADPH. De esta manera, la disminucion de NADPH (medida a

340 nm) es proporcional a la actividad de GPx.
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4.11.4.-Glutatién reductasa

Se determind la actividad de la enzima glutation reductasa utilizando el kit Glutathione
Reductase Assay Kit (ABCAM®, USA — ab83461) (71). Este ensayo se basa en la
reduccion de GSSG a GSH por accién de la enzima GR. El GSH producido reacciona con
acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) para generar TNB2, que es es de color
amarillo y cuya absorbancia puede medirse a 405 nm. De esta manera, el ensayo detecta la
actividad de GR segun la produccién de TNB.

5.-Analisis estadistico

Los datos se expresaron como promedio + EMS. La normalidad de la distribucion de los
datos se determiné usando la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias entre los grupos
experimentales se analizaron utilizando la prueba de Mann Whitney. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando p <0,05.
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6.-RESULTADOS

Los ratones fueron alimentados ad libitum desde el dia 21 de su nacimiento durante 12
semanas con una dieta control (grupo control, 10% de las calorias en grasas) o con una
dieta alta en grasa (grupo HFD, 60% de las calorias en grasas). Respecto a los parametros
fisicos, se registro el peso corporal, el peso del tejido adiposo y el peso del corazén (para
el detalle de los parametros fisicos examinados individualizados para cada n, véase Anexo
1). El grupo HFD registré un aumento de 52% de peso corporal total respecto al control,
cerca de un 500% de aumento de peso del tejido adiposo visceral y un 19% de aumento de

peso del corazon (figura 1A, By C).

Adicionalmente, se midio el largo de la tibia como indice de crecimiento de los animales,
sin encontrarse diferencias entre ambos grupos (ver Figura 1D). También se registré la
razon ((peso tejido adiposo/peso corporal)*100), y la razon (peso corazon/largo de la tibia)
para determinar la presencia de hipertrofia cardiaca. La razén ((peso tejido adiposo/peso
corporal) *100) aumentd en cerca del 250% en el grupo HFD y la razén (peso

corazén/largo de la tibia) en un 18% en el grupo HFD (figura 1IE y F).

Por ultimo, se cuantificd en una muestra de plasma sanguineo (tomada con 6 horas de
ayuno) el colesterol, los triglicéridos, el contenido de glucosa, el contenido de insulina, y se
calculd el indice HOMA (insulinemia (uU/ml) x glicemia (mmol/l) / 22,56) para ambos
grupos. Al comprar el grupo HFD con el control, se observé que la colesterolemia aumento
en un 60%, la trigliceridemia en un 24%, la glicemia en un 23%, la insulina en alrededor de
300% y el indice HOMA en casi un 500% (figura 1G, H, I, J y K).
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Figura 1. Caracterizacion del modelo experimental. A) Peso corporal. B) Peso tejido adiposo
visceral. C) Peso corazén. D) Largo tibia. E) (Peso tejido adiposo/peso corporal) *100. F) Peso
corazon/largo de tibia. G). Colesterolemia. H) Trigliceridemia. 1) Glicemia. J) Insulinemia. K)
indice HOMA. Las barras representan el promedio + error medio estandar de 6 experimentos
independientes para cada condicién. C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en
grasa. *p<0,05, **p<0,001.

26



6.1.-Contenido de Glutation

El contenido total de glutation (GSH total, GSHred+GSSG) y el contenido de glutation
reducido (GSHred) se encontraron aumentados en los homogenizados de corazén de los
animales alimentados con dieta alta en grasa por 12 semanas (HFD), no se encontraron
diferencias en el contenido de glutation oxidado (GSSG), y la razon GSHred/GSSG
aumentd en un 41% en los animales HFD comparados con el grupo alimentado con dieta
control (figura 2). Encontramos en el tejido hepatico que el contenido total de glutation es
mas alto que en tejido cardiaco, y no encontramos diferencias en el contenido de GSHred,
GSSG, por lo tanto, tampoco encontramos diferencias en la razon GSH/GSSG entre
controles y HFD (figura 3).
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Figura 2. Cuantificacion de glutation en homogenizado de tejido de corazén. A). GSH total
(GSHred+GSSG). B). GSHred. C). GSSG. D). Razén GSH/GSSG. Las barras representan el promedio +
error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada condicién. GSH: glutation, GSHred:
glutation reducido, GSSG: glutation oxidado, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa.
*p<0,05, **p<0,001.
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Figura 3. Cuantificacion de glutation en homogenizado de tejido de higado. A). GSH total
(GSHred+GSSG. B). GSHred. C). GSSG. D). Razon GSH/GSSG. Las barras representan el promedio +
error medio estdndar de 6 experimentos independientes para cada condicién. GSH: glutation, GSHred:
glutation reducido, GSSG: glutation oxidado, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa.

6.2.-Contenido de nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH+NAD™)

En homogenizados de corazones del grupo HFD, el contenido total de nicotinamida
adenina dinucleétido (NADH+NAD™) vy la fraccion oxidada (NAD™) estan aumentadas en
un 45% y 52%, respectivamente (figura 4A y 4C). La razon NADH/NAD" esta
disminuida en un 60%, (figuras 4D). En el homogenizado del tejido hepatico no se

encontraron diferencias entre el grupo control y el HFD (figura 5 A-D).
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NADH+NAD™. B) NADH. C)NAD™*. D) Raz6n de NADH/NAD™. Las barras representan el promedio + error
medio estdndar de 6 experimentos independientes para cada condicién. NADH: Nicotinamida adenina
dinucledtido reducido, NAD*: Nicotinamida adenina dinucle6tido oxidado, C: Control, HFD: Grupo
alimentado con dieta alta en grasa. *p<0,05, **p<0,001.
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Figura 5. Cuantificacién del contenido de nicotinamida adenina dinucle6tido en homogenizado de tejido
hepéatico. A) NADH+NAD™. B) NADH. C) NAD*. D) Razon de NADH/NAD™. Las barras representan el

promedio *

Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa.

error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada condicion. NADH:
Nicotinamida adenina dinucledtido reducido, NAD™*: Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado, C:

6.3.-Contenido de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH+NADP™)

El contenido total de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH+NADP*) es un

15% mayor en el grupo HFD comparado con el grupo control (figura 6A). En forma

similar, la fraccion reducida (NADPH) esta aumentada en un 50%, (figura 6B), sin

mostrar diferencias en el contenido de NADP* (forma oxidada) ni en la razon
NADPH/NADP™ (figura 6C y 6D). En cambio, en homogenizado de higado, no se detectd
un incremento en los contenidos total del fosfato de nicotinamida adenina dinucleotido
(NADPH+NADP™) ni de la forma oxidada (NADP™), sélo se encontr6 aumentada en un
76% la forma reducida (NAPDH) y en un 100% la raz6n NADPH/NADP™ en muestras de

grupo HFD comparacion con los controles (figuras 7B, 7D).
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Figura 6. Contenido de fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido en homogenizado de tejido
cardiaco. A) NADPH+NADP*. B) NADPH. C) NADP*.D) Razén de NADPH/NADP*. NADPH:
Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducido, NADP*: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidado, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa. Las barras representan el promedio

+ error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada condicion. *p<0,05.
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Figura 7. Contenido de fosfato de nicotinamida adenina dinucle6tido en homogenizado de tejido
hepatico. A) NADPH+NADP*. B) NADPH. C) NADP*. D) Razon de NADPH/NADP*. NADPH:
Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducido, NADP*: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidado, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa. Las barras representan el promedio
* error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada condicién *p<0,05.

6.4.-Cuantificacion de la capacidad antioxidante total de homogenizado de tejido

cardiaco y hepético y plasma (FRAP)

Se cuantificé Potencial Reductor Férrico de los homogenizados de tejidos y del plasma. Al
evaluar los niveles de FRAP en homogenizados de corazon e higado, no se detectaron
diferencias entre los ratones controles y HFD (figura 8A y 8B). Sin embargo, en muestras
de plasma del grupo HFD se detectd una disminucién de la capacidad antioxidante en un
36% en comparacién con el grupo control (figura 8C).

A Corazon B Higado ¢ Plasma
(] (%]
o & 250 o & 250- o g 8007
52 58 -
g £200{ T 8 g 2000 L 2 8 goo- T
g0 S o gz
£ S 150- £ S 150 £ E Lo *
o)) (=)} ~ 1 —|—
B & 1001 BE 100 B8
Sy o g L 200
Q Q —_ -
g £ 501 €L 50 g g
82 8¢ S <
E o E o 0

C HFD C HFD Cc HFD
Figura 8. Cuantificacion de la capacidad antioxidante total de homogenizado de tejido cardiaco, hepatico

y del plasma y (FRAP). A). homogenizado de tejido cardiaco. B) homogenizados de higado. C) Plasma. Las
barras representan el promedio + error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada
condicién, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa. *p<0,05
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6.5.-Cuantificacion de las especies que reaccionan con el 4cido tiobarbitarico
(TBARS) expresadas como MDA

Con el objetivo de evaluar la oxidacién de los lipidos de membrana se cuantificé la
concentracion especies reactivas que reaccionan con el acido barbitdrico, que es una
medida de la oxidacion de los lipidos, en homogenizados de corazon, higado y plasma
(figura 9). Se observa que el MDA, un producto de la oxidacién lipidica, esta ligeramente
disminuido en el tejido cardiaco. Para tejido hepatico y plasma no se observaron

diferencias.
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Figura 9. Cuantificacion de TBARS (especies que reaccionan con el acido tiobarbitlrico). A).
Homogenizados de corazén. B) Homogenizados de higado. C) Plasma. Las barras representan el promedio
+ error medio estandar de 6 experimentos independientes para cada condicién, C: Control, HFD: Grupo
alimentado con dieta alta en grasa. *p<0,05

6.6.-Carbonilacion de proteinas

La carbonilacion es uno de los muchos tipos de modificaciones post-traduccionales que
puede sufrir una proteina, ya sea por reaccion directa con especies reactivas de oxigeno o
por reaccién con productos de la peroxidacion lipidica. Encontramos que en los
homogenizados de higado, el grupo HFD tiene un 22% mas de proteinas carboniladas que
el grupo control, sin embargo, esta diferencia no se observa en el tejido cardiaco (figura
10).
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Figura 10. Cuantificacion de proteinas carboniladas (normalizadas por el grupo control). A)
homogenizados de corazon B). homogenizados de higado. Las barras representan el promedio * error
medio estandar, el numero en el interior de la barra indica el N experimental, C: Control, HFD: Grupo
alimentado con dieta alta en grasa. *p<0,05

6.7.-Cuantificacion de la actividad enzimatica

Se cuantificaron las actividades enzimaticas de Catalasa (CAT), Superéxido Dismutasa
(SOD), Glutation Peroxidasa (GPx) y Glutation Reductasa (GR) en homogenizados de
corazon, higado y plasma.

6.7.1.-Catalasa

Al cuantificar la actividad enzimatica de Catalasa (CAT) en homogenizados de corazon e
higado, no se detectaron diferencias entre el grupo control y el grupo HFD (figura 11A 'y
11B). Al contrario, si se detectd una disminucién de CAT en el plasma del grupo HFD, en
comparacion a los ratones control (figura 11C).
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Figura 11. Cuantificacion de la actividad enzimatica de Catalasa. A) Homogenizados de corazon. B)
Homogenizados de higado. C) Plasma. Las barras representan el promedio + error medio estandar de 6
experimentos independientes para cada condicidn. Catalasa, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta
alta en grasa. *p<0,05.
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6.7.2.-Superoxido Dismutasa

La actividad de la Superdxido Dismutasa (SOD) no mostré diferencias en los
homogenizados de tejido cardiaco (figura 12A) a diferencia del tejido hepético, donde en

el grupo HFD la actividad SOD es un 100% mayor que el grupo control (figura 12B).
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Figura 12. Cuantificacion de la actividad enzimatica de Superdxido Dismutasa. A)
Homogenizados de corazon. B) homogenizados de higado. Las barras representan el promedio +
error medio estdndar de 6 experimentos independientes para cada condicion. SOD: Superéxido
dismutasa, C: Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa. **p<0,001.

6.7.3.-Glutation Peroxidasa

La actividad enzimatica de la Glutation Peroxidasa (GPx), no mostré diferencias en los
homogenizados de corazon e higado entre el grupo HFD y el grupo control (figura 13A'y

13B).
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Figura 13. Cuantificacion de la actividad Glutation Peroxidasa. A) Homogenizados de corazén.
B) Homogenizados de higado. Las barras representan el promedio + error medio estandar de 6
experimentos independientes para cada condicion. GP: Glutation Peroxidasa, C: Control, HFD:
Grupo alimentado con dieta alta en grasa.
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6.7.4.-Glutation Reductasa

La actividad de la Glutation Reductasa en homogenizados de corazon en el grupo HFD es
un 20% (figura 14A) mayor que en el grupo control. En contraste, en el tejido hepético la
enzima disminuy6 en un 60% en el grupo HFD (figura 14B). En el plasma no se
detectaron diferencias en los grupos en estudio (figura 14C).

A Corazén B Higado C Plasma
© g g
5§ 209 L8 5 L 25
B o
ge 25 4 25,
o 1 54 * ) 590
2% 3o 3o
SE gE 3 £
[ 1.0 % E *khk c £
5 € SE 2 SE2
ST g8 g8
£z 05 £5 1] 5% 1
09 0o 00
B g o g o
E 00 = < HFD
C HFD C HFD c

Figura 14. Cuantificacion de la actividad Glutation Reductasa. A) Homogenizados de corazén
B) Homogenizados de higado C) Plasma. Las barras representan el promedio + error medio
estdndar de 6 experimentos independientes para cada condicion. GR: Glutatién reductasa, C:
Control, HFD: Grupo alimentado con dieta alta en grasa. *p<0,05, ***p<0,0001
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7.-DISCUSION

El objetivo principal de este estudio es determinar si una dieta alta en grasa provoca un

estado reductivo en el corazén de ratones obesos.

Se ha observado que los efectos de la dieta alta en grasa en ratones se asimilan a los
efectos que ésta tiene en humanos (72). Se ha demostrado que el estrés oxidativo participa
en la patogénesis de la obesidad, disminuyendo la accién de los sistemas antioxidantes en
organos como el corazon, relacionandose con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (73). De esta manera, esperabamos encontrar signos marcados de estrés
oxidativo en estos animales. Sin embargo, nuestros resultados indican que no hay un
estado de estrés oxidativo, a pesar de que observamos aumento de marcadores de estrés
oxidativo, como el aumento de NAD*. Asimismo, resultados previos del Laboratorio
muestran que los marcadores de inflamacion son bajos en este modelo animal, y que
presentan signos tempranos de hipertrofia cardiaca a pesar de no mostrar parametros de
estrés oxidativo. En conjunto, nuestros resultados indican que no existe un estado de estrés
oxidativo en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa por 12 semanas, a pesar de

que desarrollan obesidad.

Ahora bien, hay parametros que aparentemente no coindicen con la aseveracion anterior,
como el aumento del NAD*. Cabe entonces preguntarse cual es la razén del aumento del
NAD®. Al respecto, es importante mencionar que la enzima NNT suple las altas
concentraciones de NADPH que se necesitan para los sistemas antioxidantes celulares
(GPx1, tioredoxina). Se ha reportado que ratones C57BL/6 tienen una delecion en el gen
Nnt que genera un knockout de la enzima NNT (74). La ausencia de la enzima NNT
impide la liberacion de insulina en las células beta del pancreas, lo que se traduce en
hiperglicemia (75). Nuestros resultados muestran hiperglicemia e hiperinsulinemia, por lo
tanto, es probable que nuestros ratones no tengan la delecién de Nnt (se ha descrito que

esta delecion sélo se presenta en las cepas mas puras del Laboratorio Jackson (75)). Esto
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explicaria que el NAD" aumenta al tiempo que aumenta la reduccién de NADPH para ser
usado en la reaccion de la Glutation Reductasa a nivel mitocondrial. Por otro lado, resulta
interesante considerar que se ha reportado que AcetilCoA inhibe la accion de NNT (76).
La AcetilCoA participa en metabolismo de los acidos grasos libres y, por lo tanto, la
oxidacion de estos aumenta la AcetilCoA mitocondrial (77). En nuestros ratones no
observamos aumento de lipoperoxidacion (MDA), por lo tanto, no se estaria inhibiendo
NNT por medio de AcilCoA. Finalmente, esto explicaria el aumento de NAD" en ausencia

de un estado de estrés oxidativo.

Dado lo anterior, resta explicar la ausencia de estrés oxidativo en el corazén de ratones

alimentados con una dieta alta en grasa por 12 semanas, esto podria deberse a:

1. Caracteristicas propias del modelo utilizado. Se ha demostrado que los ratones
C57BL/6J aumentan la capacidad de acumular grasa recién a las 8 semanas, la que
esta regulada por los genes Mest, Sfrp5 y Bmp3, en respuesta a un balance positivo
de energia mas que a una dieta alta en grasa. (78) Asi, es probable que 12 semanas
sea un tiempo insuficiente para observar un aumento de los marcadores de estrés
oxidativo. Para futuros estudios, se sugiere aumentar el tiempo de intervencion méas

alla de las 12 semanas.

La expresion del gen Mest se relaciona con la expansion del tejido adiposo. Se ha
observado que éste no se expresa durante el periodo neonatal en ratones C57BL/6J
alimentados con una dieta alta en grasa (78). Este aspecto refuerza la idea de que
12 semanas de dieta alta en grasa pueden ser insuficientes para observar altos
niveles de estrés oxidativo en este modelo de obesidad, por lo tanto, no se excluye
la posibilidad de que estos pudiesen hacerse evidentes con un mayor tiempo de

observacion.
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Por otro lado, un estudio de Norris y cols. analiza el comportamiento de los niveles
de GSHtotal, GSHred y GSHred/GSSG en 3 cepas distintas de ratones utilizados
como modelos de obesidad (C57BL/6J, DBA/2J y AKR/J), confirmando que el
comportamiento varia entre ellas. Asi, observaron que la concentracion hepatica de
GSSG disminuye en los ratones C57BL/6J en relacion con los controles, mientras
que aumenta en las cepas DBA/2J y AKR/J. Por el contrario, observaron que la
concentracion renal de GSSG aumenta en los ratones C57BL/6J y DBA/2J en

relacién con los controles, mientras que disminuye en la cepa AKR/J (53).

Disminucién de la actividad enzimética de GPx y CAT. Un trabajo de Kim et al.
(79), publicado recientemente, mostr6 que ratones C57BL/6J con deficiencia de
GPx1 y CAT tenian menos desérdenes metabdlicos asociados a obesidad que los
controles. En este estudio, se utilizaron ratones C57BT WT como controles y
ratones con deficiencia de GPX1 y CAT (GPx-1-/- x Cat-/-), alimentados con una
dieta alta en grasa por 16 semanas. Se observo que los ratones GPx-1-/- x Cat-/-
tenian niveles de insulina, glicemia y esteatosis hepatica, menores a los ratones
wild type. Se plantea que la deficiencia de estas enzimas induciria un estado
antiinflamatorio, ya que se vio que los niveles de IL-17A y STAT3 estaban
disminuidos en los ratones GPx-1-/- x Cat-/- en comparacién con los controles, lo
cual reduciria los efectos metabdlicos derivados del aumento del tejido adiposo

visceral.

En nuestro trabajo, se observé que la actividad de GPx y de CAT no varia
significativamente ni en corazén ni en higado de los ratones alimentados con dieta
alta en grasa, respecto a los controles. En condiciones de estrés oxidativo, se
esperaria encontrar un aumento de la actividad de estas enzimas; ahora bien, de
acuerdo con los resultados de Kim et al. (79), la disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes tendria un rol protector frente al dafio metabolico en

condiciones de obesidad.
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Estos resultados no coinciden con los de Gramlich et al. (80), quienes midieron los
niveles de enzimas antioxidantes (aldehido deshidrogenasa mitocondrial,
hemooxigenasa-1, eNOS) en el tejido cardiaco de pacientes obesos que fueron
sometidos a bypass coronario; concluyendo que los pacientes obesos se encuentran
en un estado de estrés oxidativo, en comparacion con los controles. Determinaron
que la elevacion de los niveles de ROS en obesos podria deberse a un aumento de
la produccién a una de ROS (activacion de fuentes productoras) o disminucion de

los mecanismos antioxidantes.
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8.-CONCLUSIONES

Si bien se observd que los ratones alimentados con una dieta alta en grasa generan una
respuesta antioxidante en el corazon, no es posible aseverar que ésta produzca un estado
de estrés reductivo en el 6rgano de manera permanente. Por otro lado, a pesar de que se
observan marcadores sugerentes de un estado de reduccién mas que de oxidacién, los
resultados y el disefio de este estudio no permiten predecir si estos marcadores se
mantienen en el tiempo o si corresponden a un estado de adaptacion previo a un estado de
oxidacion asociado con los cambios metabolicos de la obesidad. Para futuros estudios, se
sugiere aumentar el tiempo de seguimiento de los ratones alimentados con dieta alta en

grasa, y medir marcadores de estrés oxidativo a lo largo del periodo de tiempo.
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9.-ANEXOS

l. Anexo 1. Parametros fisicos de los grupos control y HFD, datos
individualizados para cada n.

Muestra Fecha Peso (g) Peso Largo tibia Corazon/tibia Peso tejido (Peso tejido

corazén (mm) adiposo (g) adiposo/peso

(mg) corporal)*100
C1 22/03/17 28,50 139,00 17,34 8,02 0,51 1,79
C2 22/03/17 25,90 113,00 17,23 6,56 0,50 1,93
C3 22/03/17 26,60 122,00 17,63 6,92 0,60 2,26
cd 23/03/17 24,70 117,00 17,00 6,88 0,62 2,51
C5 23/03/17 25,00 127,00 17,00 7,47 0,32 1,28
C6 23/03/17 25,20 121,00 16,54 7,32 0,50 1,98
Promedio 26,0 123,2 17,1 7,2 0,5 2,0
DS 1,41 9,09 0,37 0,52 0,11 0,42
HFD1 22/03/17 37,90 167,00 17,32 9,64 2,60 6,86
HFD2 22/03/17 50,00 148,00 17,63 8,39 3,70 7,40
HFD3 22/03/17 42,70 148,00 17,49 8,46 3,11 7,28
HFD4 23/03/17 45,00 139,00 16,85 8,25 2,62 5,82
HFD5 23/03/17 43,20 137,00 17,01 8,05 2,39 5,53
HFD6 23/03/17 46,00 140,00 17,30 8,09 3,39 7,37
Promedio 44,1 146,5 17,3 8,5 3,0 6,7
DS 4,01 11,08 0,29 0,59 0,51 0,83

*DS: desviacion estandar.
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