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Resumen

La curcumina es un compuesto pleiotropico al cual se le atribuyen diversos beneficios. El propdsito de esta
investigacion fue analizar el efecto de la curcumina sobre la expresion del Receptor de proliferacion activado por
peroxisoma (PPAR) y Malonil coenzima-A descarboxilasa (MLYCD) en higado de ratones alimentados con una dieta
alta en fructosa al 30% y curcumina al 0.75% por 15 semanas. Se registrd el peso de los grupos de ratones. El grupo
“fructosa” presentd un aumento significativo en la ganancia del peso corporal, mientras que la curcumina mitigd ese
aumento. Ademas, la curcumina aumento la expresion de PPAR- a, sin embargo, disminuy6 la expresion de MLYCD.

Abstract

Curcumin is a pleotropic compound to which various benefits are attributed. The purpose of this research was analyze
the effect of the curcumin on the expression of peroxisome proliferation-activated proliferation receptor (PPAR) and
Malonyl Co-A decarboxylase (MLYCD) in the liver of mice fed a high-fructose 30% diet and 0.75% curcumin during 15
weeks. The weight of the groups of mice was recorded. The group "fructose" presented a significant increase in body
weight gain, while curcumin mitigated that increase. Curcumin increased the expression of PPAR-a, which was
diminished by the effect of fructose. On the contrary, it inhibited the increase of MLYCD in the liver of mice fed a high
fructose diet. At the molecular level, the expression of PPAR-a increased, however the expression of MLYCD
decreased.
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INTRODUCCION

La fructosa es un monosacarido ceténico presente en muchas plantas [1]. El consumo excesivo de fructosa
causa la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA). Se ha demostrado que la fructosa induce a
EHGNA en animales de experimentacion, asi como inflamacion. La fructosa induce sindrome metabdlico,
que incluye hipertension, hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina [2]. El estrés oxidativo se considera

un factor critico en esta patogenia [3]. La rapida utilizacién de la fructosa por el higado lleva a una creciente
lipogénesis y a una secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que finalmente produce
dislipidemia [1]. El receptor de proliferacién activado por peroxisoma (PPAR) participa en el metabolismo de
lipidos, prevencion del aumento de peso, entre otras funciones. El catabolismo lipidico se logra ya que la
activacion de PPAR aumenta la sintesis de carnitina palmitoil-transferasa (CPT1) y piruvato deshidrogenasa,
ademas, la activacién de PPAR es capaz de prevenir la reduccion en la expresion de genes relacionados con la
oxidacién de acidos grasos [4]. La malonil-CoA descarboxilasa (MLYCD) cataliza la conversion del malonil-CoA
en acetil-CoA y COz2 [5], proceso que permite al sistema carnitina transportar los acidos grasos de cadena larga
(AGCL) hacia la mitocondria debido a que CPT1 deja de estar inhibida por malonil-CoA [6].

La curcumina (Curcuma longa), produce efectos benéficos respecto a la modulacion de moléculas de
sefalizacion, incluyendo factores de transcripcion, citocinas, entre otras [7]. La curcumina tiene efecto protector
en el higado debido a la disminucion en el contenido de triglicéridos. Un estudio demostré que la administracion
de curcumina previno la lesién hepatica inducida por dieta alta en fructosa, alteraciones metabdlicas hepaticas y
los efectos proinflamatorios y prooxidantes en los macréfagos hepaticos de los ratones. Por ultimo, se encontré
que la curcumina previene el aumento en el peso corporal y la obesidad debidos a una dieta alta en fructosa [5].
El presente trabajo se realizdé para evaluar el efecto de la curcumina sobre el peso corporal en ratones
alimentados con una dieta alta en fructosa, determinar su efecto sobre la concentracién de glucosa, triglicéridos
y colesterol en sangre y finalmente analizar su efecto sobre la expresion de las proteinas PPARa y MLYCD en el
higado de dichos ratones.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y Anticuerpos

Sacarosa, cloruro de potasio, cloruro de sodio, acido etilendiamin-tetracético (EDTA), polivinilpirrolidona (PVP),
fenol, TRIS, dodecil sulfato de sodio (SDS), tween-20, glicerol, glicina, 23-mercaptoetanol; anticuerpos conejo-
monoclonales contra raton: PPARa (ab178865), conejo-policlonales MLCYD (ab95945) y B-actina (ab8227).

Se realizé un estudio prospectivo, aleatorizado y comparativo en ratones macho de seis semanas de edad, de la
cepa C57BL/6, que se alimentaron con alto contenido de fructosa y curcumina durante 15 semanas.

Tratamiento con fructosa y curcumina

Se formaron cuatro grupos de seis ratones: control (CT), dieta con curcumina (C), dieta con fructosa (F) y dieta
con fructosa y curcumina (F+C). A los grupos de ratones F se les administré fructosa al 30% (p/v) en el agua; a
los grupos C, curcumina en la dieta al 0.75% (p/p).

Determinacion del peso corporal y glucosa sanguinea y perfil lipidico en los ratones

Los ratones fueron pesados semanalmente durante el periodo de tratamiento. Al término del mismo los ratones
se sacrificaron y se midieron las concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL y VLDL en
suero con espectrofotdmetro automatico SPINREACT® a una longitud de onda 450-550 nm.

Obtencion del higado de los ratones

Al finalizar el tratamiento los ratones se anestesiaron y fueron sacrificados por decapitacion para obtener el
higado. Inmediatamente se lavd con un buffer de lavado (20 mM TRIS/HCI, 10 mM EDTA, 2 mM EDTA, 2 mM
DTT, pH 7.8) para remover la sangre y se almacend en el mismo buffer de lavado a -80 °C hasta su utilizacion.
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Extraccién fendlica de proteina total

Se realiz6 la extraccion fenodlica de proteinas totales en higado de acuerdo con la metodologia antes
descrita [8].

Cuantificacién de proteina total

La cuantificaciéon de proteina total se realizdé con el método de Bradford modificado. La absorbancia se midié
a 595 nm en un espectrofotometro MultiskanGo usando agua destilada como blanco.

Perfil Electroforético de las Proteinas

La electroforesis se realizo en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes. En cada carril se
cargaron 15 ug de proteina. Carril 1, marcador de peso molecular. Carriles 2-4: grupo CT. Carriles 5-7: grupo C.
Carriles 8-10: grupo F. Carriles 11-13: grupo F+C.

Western Blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Después de la
trasferencia, las membranas fueron incubadas en buffer de bloqueo por 1 h en agitacién constante a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con los anticuerpos anti-PPARa (1:20 000), anti-MLYCD
(1:2 000) y anti-Bactina (1:1 500) durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se incubaron durante 1 h en
agitacion constante a temperatura ambiente con el anticuerpo cabra anti-conejo IgG conjugado con la
peroxidasa HRP (1:30 000). La quimiodeteccion se realizé con Western Lightning® Plus-ECL, y con el uso del
fotodocumentador ChemiDoc™ Touch (Bio-Rad, CA). La densidad optica de las bandas se cuantificd con el
software ImagelLab. Los resultados se reportaron como la relaciéon proteina/B-actina y cada experimento se
realizé por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al terminar el tratamiento, los ratones se pesaron semanalmente para analizar la ganancia de peso tomando en
cuenta el peso inicial y final de estos (IMAGEN 1). Pasado este tiempo fueron anestesiados, sacrificados por
decapitacion y se obtuvieron el corazén y las muestras sanguineas para determinar la concentracién de glucosa
y perfil lipidico (Tabla 1).
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IMAGEN 1: Efecto de la curcumina sobre la ganancia de peso corporal de los ratones. Los datos representan la mediana y rango (n=6). *p<0.05
(CT vs F y F+C). Los ratones de los grupos F [9.75 (5.5-12.5) g] y F+C [8.75 (7.0-16.0) g] incrementaron el peso corporal con respecto a los
ratones control (CT) [7.0 (4.5-8.0) g]. La curcumina (C) [6.75 (6.0-7.5) g] no mostré efecto sobre la ganancia de peso.

Tabla 1: Parametros bioquimicos en suero de los ratones después de 15 semanas de alimentacion con alto contenido de fructosa. Los datos
representan la mediana y rango (n=6). Los valores en la misma fila con los superindices de asteriscos indican un cambio significativo cuando
se compara con el grupo CT; *p<0.05.

VARIABLES GRUPOS

BIOQUIMICAS cT c F F+C
1 Glucosa 117.5(97.6-132.1) | 129.2(95.0-166.7) | 112.5(90.0-116.7) | 95.0(71.4-100.0) *
2. Triglicéridos 77.0(60.7-986) | 97.9(66.7-1125) | 958(750-1062) = 77.5(62.5-85.0)
3 Colesterol 116.8 (114.3-125.1) | 100.0 (87.5-120.0) |142.8 (129.2-166.7) * 135.7 (125.0-150.0) *
4 HDL 22.4(18.0-25.0) 15.0 (12.5-25.0) 92(6.2-125)* | 10.0(7.1-125)*
5 LDL 79.0 (76.0-91.6) 74.2(658-95.0) | 110.0 (85.0-139.2) * = 103.6 (97.5-125.0)*
6 VLDL 15.3 (12.1-17.0) 20.0 (13.3-25.0) 185(13.321.2) | 16.0(15.0-21.7)

La fructosa no elevé la concentracion de glucosa en suero, esto debido a que es un carbohidrato simple de bajo
indice glucémico, sin embargo estudios previos han reportado que el consumo prolongado de la fructosa
aumenta el peso corporal y la acumulaciéon de grasa, contribuyendo en las alteraciones del perfil de lipidos,
dando inicio a dislipidemias y enfermedades cardiovasculares [9]. Por otra parte, la curcumina mostré una
tendencia hacia una menor ganancia de peso corporal en los ratones tratados con fructosa [10]. Esto coincide
con estudios que reportan que los triglicéridos disminuyen cuando se administra curcumina en ratones, aunque
no de manera significativa [11]. Los efectos de la fructosa se producen a través de su rapida metabolizaciéon en
el higado por el desvio de la etapa reguladora de fosfofructocinasa en la glucdlisis, secretando en mayor
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proporcion el colesterol VLDL [12]. En efecto, la actividad antioxidante de la curcumina hace que los niveles
de VLDL disminuyan y desaparezcan las complicaciones de las dislipidemias [13].
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IMAGEN 2: Andlisis de Western blot del efecto de la curcumina sobre la expresion de PPARa y MLYCD en el higado de ratones macho
alimentados con una dieta alta en fructosa. (A) PPARa normalizada con B-actina, (B) MLYCD normalizada con B-actina. Los datos se expresan
en Media * EE (n=3). CT: grupo Control; C: grupo Curcumina; F: grupo Fructosa; F+C: grupo Fructosa y Curcumina.

Se observé un aumento en la expresion de MLYCD en el grupo de ratones alimentados con fructosa. Esto
coincide con resultados reportados por Oka y cols en 2012, donde el aumento de la expresién y la actividad de
MLYCD ocurre en condiciones asociadas con el aumento de las tasas de oxidacion de acidos grasos, debido al
incremento en su sintesis dada por una dieta alta en fructosa [14]. PPAR-a disminuyé en los ratones
alimentados con fructosa respecto al grupo control, lo que se refleja en estudio previo en el cual se administré
fructosa al 20% en ratas machos, donde se observo una disminucion en su expresion [15].

CONCLUSIONES

La curcumina mostré un efecto positivo respecto a la ganancia del peso corporal y niveles de glucosa en sangre,
ademas de prevenir el aumento de colesterol, respecto al consumo de fructosa, disminuyendo también niveles
de LDL. Respecto a la expresion de proteinas, aumento la expresion de PPAR-a lo cual es un efecto positivo, sin
embargo, disminuyo la expresién de MLYCD lo que favorece la acumulacion de acidos grasos.
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