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Resumen

El consumo elevado de fructosa es un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Evidencias emergentes sugie-
ren que la curcumina, componente activo de la
Curcuma longa, a la cual se le han atribuido
numerosas propiedades antioxidantes e hipoli-
pemiantes, ejerce un efecto protector sobre el
sistema cardiovascular. El propésito de esta
investigacion fue analizar el efecto de la curcu-
mina sobre la expresion de PPARa y CPT1 en
corazon de ratones alimentados con una dieta
alta en fructosa durante 15 semanas. Se forma-
ron cuatro grupos de ratones (n=6): control
(C), curcumina (C+Cur), fructosa (F) y Fructo-
sa+ curcumina (F+Cur) tratados con 30% de
fructosay 0.75% de curcumina, respectivamen-
te. Los ratones fueron pesados semanalmente y
al finalizar el tratamiento, se determin6 la con-
centracion sérica de glucosa y colesterol total.
La expresion de PPARay CPT1 en el corazon se
analiz6 mediante Western Blot. El grupo fructo
sa present6 un aumento en la ganancia de peso
corporal, mientras que la curcumina mitigo ese
incremento. Asi mismo, la curcumina previno
el aumento de CPT1 y aument6 la expresion de
PPARa disminuida en los ratones tratados con

Palabras Clave

fructosa. En conclusion; 1a curcumina regula los
cambios de expresion de proteinas involucra-
das en el metabolismo de lipidos en corazon de
ratones alimentados con alto contenido de fruc-
tosa.

Abstract

High consumption of fructose is a risk factor
for the development of cardiovascular diseases.
Emerging evidence suggests that curcumin, an
active component of Curcuma longa, to which
numerous antioxidant and lipid-lowering pro-
perties have been attributed, exerts a protective
effect on the cardiovascular system. The purpo-
se of this research was to analyze the effect of
curcumin on the expression of PPARa and
CPT1 in the heart of mice fed a diet high in
fructose for 15 weeks. Four groups of mice (n =
6) were formed: control (C), curcumin
(C+Cur), fructose (F) and Fructose + curcumin
(F+Cur) with 30% fructose and 0.75% curcu-
min, respectively. The mice were weighed
weekly and at the end of the treatment, the
serum glucose and total cholesterol concentra-
tion was determined. The expression of PPARa
and CPT1 in the heart was analyzed by Western
Blot. The fructose group showed an increase in
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body weight gain, while curcumin mitigated
that increase. Likewise, curcumin prevented an
increase in CPT1 and increased decreased
PPARa expression in mice treated with fructo-
se. In conclusion; Curcumin regulates the chan-
ges in protein expression involved in the meta-
bolism of lipids in the heart of mice fed high
fructose.

1.Introduccion

La obesidad y la diabetes son un problema de
salud publica que experimentan una fuerte
prevalencia en todo el mundo. A pesar de los
avances en el tratamiento médico, las enferme-
dades cardiovasculares subyacentes son una
causa principal de morbi-mortalidad en estos
pacientes [1]. Los estudios epidemioldgicos
muestran una creciente evidencia de que el
consumo elevado de bebidas y alimentos proce-
sados endulzados con fructosa se asocian con
aumento de peso corporal, hipertension, resis-
tencia a la insulina y apariciéon de trastornos
metabodlicos y cardiovasculares [2,3]. Asi
mismo, su rapida utilizacién a través del higado
lleva un aumento en la lipogénesis de novo y la
secrecion de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL), que finalmente causa dislipidemia

[4].

Las causas comunes de insuficiencia cardiaca se
asocian con trastornos en la utilizaciéon de
acidos grasos en el miocardio. Se ha demostra-
do que la familia del receptor activador del pro-
liferador de peroxisomas (PPAR) son factores
de transcripcion del receptor nuclear que regu-
lan el metabolismo de dcidos grasos en corazon,
a nivel de la expresion génica [5]. PPAR tiene
tres isoformas a, $/6, y; que participan en el
catabolismo y el almacenamiento de lipidos,
diferenciaciéon de adipocitos, prevencion del
aumento de peso y la supresion de citocinas
proinflamatorias, entre otras funciones. Estos
factores de transcripcion participan en el meta-
bolismo de los lipidos como promotores de la
expresion de enzimas que regulan la B-oxida-
cion en el higado y en el musculo esquelético,
siendo PPARa la isoforma que se expresa en
mayor proporcion en corazon [6].

Actualmente se utilizan en la clinica dos tipos
de activadores de los PPAR, los fibratos especi-
ficos para los PPARa con efecto hipolipemiante,
y las tiazolidinedionas o glitazonas especificos

para PPARy con efecto hipoglucemiante utiliza-
das en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2) [7]. La activacion de PPARa estimula la
expresion de la carnitina palmitoil-transferasa
1 (CPT1), enzima limitante de la velocidad de
la oxidacién de los dcidos grasos. La CPT1 estd
anclada en la membrana externa de la mitocon-
dria y cataliza la formacion de acil-carnitina de
cadena larga, que transporta al 4cido graso a la
matriz mitocondrial, donde se lleva a cabo la
B-oxidacion [8]. Dado que el consumo excesivo
de fructosa es un factor de riesgo para el desa-
rrollo de enfermedad cardiovascular, asociado a
una desregulacion en la expresion de enzimas
implicadas en el metabolismo de lipidos en
corazon, ha surgido un interés en el estudio de
compuestos naturales como los polifenoles que
ayuden a prevenir o disminuir los efectos indu-
cidos por este monosacarido. Uno de estos poli-
fenoles es la curcumina, a la cual se le han atri-
buido numerosas propiedades antioxidantes e
hipolipemiantes [9].

Los mecanismos de accién de la curcumina
incluyen la modulaciéon de las cascadas de
transduccion de sefiales y la regulacion de la
expresion génica, sin embargo, dichos mecanis-
mos no se han dilucidado del todo. No obstante,
investigaciones realizadas con ratones diabéti-
cos han reportado que la suplementaciéon con
curcumina en la dieta disminuye el contenido
de triglicéridos hepaticos y de proteinas proin-
flamatorias como NF-kB1, TNF-a e IL6, mejora
los indices de oxidacion de lipidos, previene la
produccion mitocondrial de especies reactivas
de oxigeno y aumenta la actividad de ATPasa en
estos ratones [9,10].

Ademas, se ha sugerido que la curcumina ejerce
efectos similares a los agonistas farmacologicos
de PPAR, como lo report6 Jiménez-Flores y
cols., en 2014, por lo cual, el presente estudio
se diseno para evaluar el efecto de 1a curcumina
sobre la expresion de PPARa y CPT1 en cora-
z6n de ratones alimentados con fructosa duran-
te 15 semanas.

2.Materiales Y Métodos

2.1 Tratamiento con fructosa y curcumina

Se formaron cuatro grupos de ratones de la
cepa C57BL/6 de seis semanas de edad (n=6):
Grupo control (C), que recibi6 dieta estandar,



grupo tratado con curcumina (C+Cur), grupo
tratado con fructosa (F) y grupo tratado con
fructosa y curcumina (F+Cur). A los grupos de
ratones F se les administr6 fructosa al 30%
(p/v) en el agua; a los grupos Cur se les admi-
nistré curcumina en la dieta al 0.75% (p/p) y
fueron tratados durante 15 semanas.

2.2 Determinacion del peso corporal y con-
centracion sérica de glucosa y colesterol
total.

Los ratones fueron pesados semanalmente en
una balanza granataria (Scout Ohaus, N.J.
USA). Al finalizar el tratamiento, los ratones se
dejaron en ayuno de 8 h (posterior al pesado)
para determinar la concentracion sérica de
glucosa y colesterol total, mediante el un kit
comercial (Spinreact, S.A., Girona, Espafia).

2.3 Obtencion del corazon de los ratones.

Al finalizar el tratamiento los ratones se aneste-
siaron con isofluorano en una cimara cerrada y
fueron sacrificados por decapitacion para obte-
ner el corazon. Inmediatamente se lavo 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.

2.4 Extraccion fendlica de proteina total.

Se realizé la extraccion fendlica de proteinas
totales en corazén de acuerdo con la metodolo-
gia antes descrita [10].

2.5 Cuantificacion de proteina total.

La cuantificacion de proteina total se realizo
con el método de Bradford modificado. La
absorbancia se midi6 a 595 nm en un espectro-
fotbmetro MultiskanGo (Thermo Scientific™,
USA) usando agua destilada como blanco.

2.6 Perfil Electroforético de las Proteinas

La electroforesis se realizo en geles de poliacri-
lamida al 12% en condiciones desnaturalizan-
tes. En cada carril se cargaron 15 ug de protei-
na. Se separ6 a 120 Volts/h hasta que el frente
de corrida alcanz6 0.5 cm del final del gel, y se
tino con azul de Coomassie. Posteriormente se
digitaliz6 en el fotodocumentador XRS+
System (Bio-Rad, CA, USA) y se analiz6 con el
software Image Lab (Bio Rad, México) para
corroborar que la cantidad de proteina cargada
es la misma en cada muestra.

2.7 Western Blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulosa. Des-
pués de la trasferencia, las membranas fueron
incubadas en buffer de bloqueo por 1:30 h en
agitacion constante a temperatura ambiente.
Las membranas se incubaron con los anticuer-
pos anti-PPARa (1:12000) y anti-CPT1
(1:1000) durante una hora a 4 °C. Posterior-
mente, después de lavar la membrana con
TBS-tween se incubaron durante 1 h en agita-
cion constante a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario cabra anti-conejo IgG
conjugado con la peroxidasa HRP (1:50000). La
quimiodeteccion se realizdé con Western Light-
ning® Plus-ECL, y con el uso del fotodocumen-
tador ChemiDocTM Touch (Bio-Rad, CA). La
densidad optica de las bandas se cuantifico con
el software ImagelLab. Luego se realizd la
tincion de las membranas con Amido black para
cuantificar la proteina total de tejido cardiaco,
como control de carga. Los resultados se repor-
tan como la relacion proteina de interés/protei-
na total y cada experimento se realizé por tripli-
cado.

2.8 Analisis estadistico

Para encontrar diferencias significativas entre
las concentraciones séricas de glucosa y coles-
terol total, en la ganancia de peso corporal y los
cambios en la expresion de PPARa y CPT1
entre los grupos, los datos fueron analizados
mediante ANOVA de una via, seguido del
post-hoc de Tukey para ver diferencias entre
los grupos, considerando un valor de p<0.05
como significativo. Los valores se reportan
como la media + DE. Para el andlisis estadistico
se utilizd el software SPSS 25 (IMB ® SPSS ®
Statistics).

3.Resultados Y Discusion

Como se muestra en la Tabla 1, los ratones del
grupo F ganaron mas peso corporal (11.00 +
1.58 g), que los grupos C (6.13 + 1.37 g,
p<0.001) y los ratones del grupo C+Cur (6.75 +
0.64 g, p= 0.001). En los ratones del grupo
F+Cur (8.12 = 0.85 g), la ganancia de peso
corporal fue menor que en los ratones del
grupo F (11.00 + 1.58 g, p=0.021). La adminis-
tracion de curcumina previno la ganancia de
peso corporal inducida por la fructosa. Estos
resultados, coinciden con los de un estudio



anterior realizado por Maithilikarpagaselvi N y
cols., en 2016, el cual report6 que la alimenta-
cion con alto contenido de fructosa aumentd
significativamente el peso corporal en ratones
Wistar alimentados con 60% de fructosa duran-
te 10 semanas; mientras el tratamiento con
curcumina redujo el peso corporal en ratones
alimentados con alto contenido de fructosa
[11].

La fructosa no tuvo efecto sobre la concentra-
cioén de glucosa sanguinea (Tabla 1). Diversos
estudios han informado que la dieta alta en
fructosa induce hiperglucemia (35%, 66%)
[12,13], sin embargo, este estudio se disefid
para inducir cambios en el metabolismo de
lipidos sin alterar el metabolismo de la glucosa,
como lo reportaron Yoo y cols., en 2017; donde
la administracion de 30% de fructosa por 20
semanas no indujo cambios en la concentracion
de glucosa [14], por lo tanto, no esperabamos
efecto alguno de la curcumina.

Tabla 1. Efecto de la curcumina sobre el peso corpo-
ral y la concentracion sérica de glucosa y colesterol
total.

GRUPOS
VARIABLES
C + Cur F F + Cur
Gananciade |6.1+06| 67+03 [11+0.8% 8.1+0.4*
peso (9)
Glucosa 120.2 + 13441+ | 127.8% [115.9+10.7
(mg/dL) 8.5 14.8 7.9
Colesterol 110.3 £ 1183+ |156.5% 136.6 +
total (mg/dL) 3.7 7.2 5.0* 3.2

Los datos representan la media + DE (n=6). Los
valores con asteriscos indican un cambio signi-
ficativo; *p<0.05 (F vs C y C+Cur), **p<0.05
(F+Cur vs F), ***p<0.05 (F+Cur vs C).

La concentracion de colesterol total fue mayor
en los ratones de los grupos F (156.50 + 10.03
mg/dL) p<0.001, y F+Cur (136.62 * 6.49
mg/dL) p=0.014, respecto a los ratones del
grupo C (110.31 + 7.36 mg/dL). De igual modo,
aumento la concentracion de colesterol total en
los ratones de grupo F respecto a los ratones del
grupo C+Cur (118.33 + 14.33 mg/dL) p=0.001.
Kelany y cols.,, (2016) reportaron en ratas
macho Sprague-Dawley adultas, que la adminis-
tracion con 65% de fructosa, durante 8 sema-
nas, aument6 la concentracion de colesterol
total, 1a cual se redujo significativamente tras la
administraciéon de curcumina por sonda (200

mg/kg), durante 8 semanas. Mientras que
Rahimi H y cols., reportaron que el nivel de
colesterol total no cambi6 significativamente en
pacientes con DM2 tratados con curcumina.

En este estudio, se esperaba que la curcumina
previniera un incremento en la concentracion
de colesterol total en el grupo F+Cur. No obs-
tante, no se observo dicho efecto. Las causas
pueden el tiempo de tratamiento, dado que
aunque no fue significativo, la concentracion de
colesterol total en el grupo F+Cur fue menor
que la del grupo F, posiblemente si el tratamien-
to se administra durante mds tiempo se pudiera
observar un efecto positivo. Sin embargo, no se
midieron las concentraciones séricas de VLDL,
LDL y HDL, por lo cual no se sabe qué lipopro-
teina se encuentra elevada [15,16].

Respecto a la expresion de las proteinas en la
figura 1 se observa que en los ratones del grupo
F disminuy6 la expresiéon de PPARa comparado
con el grupo C (0.79+0.08 Vs 1+0, p=0.011),
mientras que el tratamiento con curcumina en
el grupo F+Cur previno la disminucién de PPAR
a inducida por la fructosa en el grupo F
(1.20+0.06 Vs 0.79+0.08, p<0.001), asi mismo,
la expresion fue mayor en los ratones del grupo
F+Cur comparado con el grupo C (1.20+0.06 Vs
1+0, p=0.014) y comparado con el grupo C+Cur
(1.20+ .06 Vs 0.89+0.05, p=0.001).
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Figura 1. Efecto de la curcumina sobre la expre-
sion de PPARa. A) Western blot representativo de
la expresion de PPARa en corazon. B) Anilisis
densitométrico de la proporcion PPARa/Proteina
total. Los resultados representan la media de n=3 +
DE. C, grupo control; C+Cur, grupo curcumina; F,
grupo fructosa; F+Cur, grupo fructosa + curcumina.
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Se han reportado trastornos metabolicos indu-
cidos por fructosa en humanos y ratas; asimis-
mo, se ha demostrado que algunos genes estan
involucrados en la induccidon de estos trastor-
nos, tal y como lo reportaron Ohashi K y cols.
(2015) donde la administracion de una dieta
alta en fructosa suprimio6 la expresion de PPAR
a, resultado de la hipermetilacion del gen [17].
Se ha demostrado que la curcumina inhibe la
activacion de ceélulas estrelladas hepaticas al
aumentar la actividad de PPAR, como lo report6
Lin y cols., (2012). Este podria ser un efecto
benéfico de la curcumina, similar a otros farma-
cos como las tiazolidinedionas (TZD) que
aumentan la expresion de PPAR; con la ventaja
de que la curcumina no tiene efectos secunda-
rios como lo reportaron Jiménez-Flores y cols.,
(2014). Por lo tanto, PPARa seria un objetivo
terapéutico importante de la curcumina para el
control de la inflamacion cronica en la obesidad
y la diabetes; factores de riesgo para las enfer-
medades cardiovasculares [ 10,18].

La expresion de CPT1 esta aumentada en los
ratones de los grupos C+Cur (2.34+0.49 Vs 10,
p=0.004) y F (1.97 + 0.24 Vs 1+0, p=0.027)
comparado con el grupo C. Ademas, en el grupo
F+Cur hubo una menor expresiéon comparada
con el grupo C+Cur (1.43+0.34 Vs 2.34+0.49,
p=0.036). El tratamiento con curcumina en el
grupo F+Cur (1.43+0.34) previno el aumento
de CPT1 en los ratones alimentados con una
dieta alta en fructosa como se muestra en la
Figura 2.
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Figura 2. Efecto de la curcumina sobre la expre-
sion de CPT1. A) Western blot representativo de la
expresion de CPT1 en corazon. B) Andlisis densi-
tométrico de la proporcion CPT1/Proteina total.

Los resultados representan la media de n=3 + DE. C,
grupo control; C+Cur, grupo curcumina; F, grupo
fructosa; F+Cur, grupo fructosa + curcumina.

Los resultados en la figura 2, muestran una
mayor expresion de CPT1 en el grupo de rato-
nes alimentados con curcumina, lo cual coinci-
de con lo reportado por Lone J y cols., en 2016,
donde demostraron que el tratamiento con
curcumina increment6 los niveles de CPT1, lo
que sugiere un efecto benéfico debido a una
mayor oxidacion de acidos grasos [19].

Desde otro enfoque, la sobreexpresion de CPT1
en el grupo F se asocia a un aumento en la cap-
tacion de acidos grasos inducido por la fructosa,
que a su vez se asocia con hipertrofia cardiaca,
lo cual lleva a una sobreexpresion de CPT1
como mecanismo regulatorio, con el objetivo
de aumentar su translocacion a la mitocondria y
evitar que estos acidos grasos se acumulen en el
cardiomiocito [20].

Por otra parte, en el grupo F+Cur, la expresion
de CPT1 es menor respecto al grupo C+Cur, por
lo que se sugiere que la curcumina pudiera estar
evitando un incremento en la sintesis y acumu-
lacion de lipidos hepaticos reduciendo asi la
concentracion de acidos grasos libres en circu-
lacion, mediante sus propiedades antioxidantes
e hipolipemiantes, y con ello pudiera estar
previniendo una sobre captacion de acidos
grasos en el cardiomiocito. Por lo cual, al no
incrementarse la entrada de 4dcidos grasos libres
al corazon, la expresion de CPT1 no se modifi-
ca, tal y como se observo en el grupo F+Cur
respecto al grupo C [9].

4.Conclusion

La fructosa aumento la ganancia de peso corpo-
ral y la concentracion sérica de colesterol total.
Ademas, disminuy6 la expresion de PPARa y
aumento la expresion de CPT1. Mientras que la
curcumina previno la ganancia de peso corporal
y el aumento de CPT1 e incremento la expre-
sion de PPARa. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que la curcumina es util como adyu-
vante en la prevencion de las alteraciones en el
metabolismo de lipidos inducidas por la fructo-
sa.
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