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Resumen

En el presente estudio se explord el efecto de la curcumina sobre el contenido mitocondrial en
higado de ratones alimentados con dietas hipercaléricas, evaluando los niveles de expresién de la
subunidad 4 de la citocromo c oxidasa (COX4) por western blot. Se realizé un estudio comparativo
con ratones machos C57BL/6 de seis semanas de edad, utilizando siete ratones alimentados con
diferentes dietas hipercaldricas y curcumina durante 16 semanas. Al final del tratamiento higados
de los ratones fueron procesados para determinar mediante la técnica de western, la expresion de
COX4 y el control de expresion constitutiva Actina. Los resultados mostraron que las dietas
hipercaldricas con elevado conte en fructosa (DE+F) y/o grasa (DAG) aumentaron la expresion de
COX4 en el higado de los ratones, y la DAG tuvo un mayor impacto en la expresion de COX4 en
comparaciéon con la DE+F. La suplementacion a ambas dietas con curcumina, amplifico
significativamente éste efecto, especialmente en los ratones que recibieron una combinacion de
dieta alta en grasa y fructosa (DAG+C+F). Las dietas hipercal6ricas inducen un aumento en la
expresion de COX4 en el higado, y este efecto es acentuado por la curcumina, y potenciado en la
dieta combinada. Estos hallazgos sugieren que la curcumina podria desempefiar un papel
importante en la mitigacion del dafio mitocondrial causado por dietas hipercaldricas, ofreciendo un
potencial beneficio para el tratamiento de enfermedades metabdlicas en humanos. Ademas, la
presente investigacion resalta la importancia de los antioxidantes en la dieta para prevenir y reducir
el estrés oxidativo y la inflamacién asociados con el consumo excesivo de carbohidratos y grasas.
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Antecedentes

La dieta hipercaldrica con alto contenido en carbohidratos y/o grasa es dafiina para la salud (1). El
principal carbohidrato es la fructosa, el cual es el monosacarido de mayor consumo por la
poblacién ya que se utiliza como edulcorante, mientras que la grasa saturada se encuentra en una
gran diversidad de alimentos, y en alimentos procesados es afadida para aumentar la
palatabilidad. Se ha sugerido que el elevado consumo de carbohidratos y grasas juntos es aun
mas dafino que el consumo en exceso por separado (2), y el dafio es debido a que la dieta
hipercaldrica incrementa el contenido del tejido adiposo en el organismo, convirtiéndose en un
factor de riesgo para desarrollar enfermedades crénicas metabdlicas (1).
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Las mitocondrias son cruciales para metabolizar la grasa y los derivados de los carbohidratos con
la finalidad de producir energia en forma de adenosina trifosfato (ATP) para las necesidades
celulares, que incluye la adecuada sintesis y almacenamiento de &cidos grasos en el tejido
adiposo. Por ello, las mitocondrias son fundamentales durante el metabolismo de las dietas
hipercaldricas, sin embargo, el elevado consumo de estas dietas por tiempo prolongado puede
inducir dafio y disfuncién mitocondrial, contribuyendo al desarrollo de patologias como higado
graso no alcohdlico, diabetes, enfermedad cardiovascular, entre otras (2, 3). En el desarrollo de
éstas patologias se involucra la inflamacion y el estrés oxidativo, por lo cual se recomienda el
consumo de antioxidantes para disminuir y/o prevenir estos dos procesos indeseables.

La curcumina es extraida de la planta curcuma longa, y se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes , también se ha observado que mejora el consumo de oxigeno en
mitocondrias de ratones diabéticos (4-6). Por ello, la presente investigacion determind si la
curcumina influye sobre el contenido mitocondrial, determinado por los niveles de expresion de la
subunidad 4 de la citocromo c oxidasa (COX4), en el higado de ratones alimentados con dietas
hipercaldricas.

Metodologia
Modelo experimental, tratamiento y consideraciones éticas

Se realizd un estudio comparativo utilizando muestras de higado raton, almacenadas en
congelacion que fueron obtenidas en un estudio previo. En el estudio previo, los ratones machos
C57BL/6 de seis semanas de edad fueron alimentados con dietas hipercaléricas durante 16
semanas. Las dietas hipercaléricas consistieron en suplementar el alimento con grasa saturada
y/o curcumina, y/o fructosa en el agua de bebida, como se indica en la Tabla 1; ademas la Tabla
2 indica el aporte caldrico de las dietas.

Se formaron 7 grupos de tratamiento como se muestra en la Tabla 1, y todos los ratones tuvieron
acceso al alimento y agua a libre demanda. Los ratones se alojaron en jaulas y se mantuvieron en
condiciones de laboratorio estandar (temperatura 25°C + 2°C, ciclo de 12h luz/12h obscuridad)
durante 16 semanas, de acuerdo con la legislacion mexicana actual (NOM-062-Z00-1999) y la
Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud
(Bethesda, MD, EE. UU.). El proyecto previo fue titulado “Analisis comparativo del efecto de la
curcumina y las dietas con alto contenido en fructosa y en grasa sobre la expresion del receptor a
cannabinoides cerebral y desempefio cognitivo del ratén", con el nimero de registro “CIBIUG-P43-
2020".

Tabla 1. Tratamiento con dieta alta en grasa y fructosa, y/o curcumina a ratones de 6 semanas de
edad.

Grupos (6 ratones
cada grupo)
1. DE Dieta estandar (DE) y agua potable
2. DE+F DE y 30% p/v de fructosa disuelta en agua
3 DE+C+E DE suplementada con 0.75% (p/p) de curcumina y 30% p/v de
fructosa disuelta en agua

Tipo de tratamiento durante 16 semanas
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4. DAG Dieta alta en grasa 40% (p/p) y agua potable
5 DAG+C Dieta alta en grasa suplementada con 0.75% (p/p) de curcumina y

agua potable

6. DAG+F DAG + 30% (p/v) de fructosa en agua
0, . 0
7 DAG+C+F DAG suplementada con 0.75% (p/p) de curcumina + 30% (p/v) de
fructosa en agua

Tabla 2. Composicion y contenido energético de las dietas

Macromolécula Dieta estandar por cada 100g
Gramos Energia (Kcal) Aporte (%) Gramos Energia (Kcal) Aporte (%)
Proteina 30.8 1233 28.5 18.7 74.6 13.4
Grasa 6.5 584 13.5 36.9 332.0 59.5
Hidratos de 62.7 250.8 58.0 37.9 151.6 27.2
carbono
Total 432.4 100.0 558.3 100.0

Solucién de fructosa al 30% por cada mL

Energia (Kcal) 1.2 Keal

Extraccion de proteinas y western blot

Los higados fueron homogenizados en frio y se realizo la extraccion de proteinas por el método
fenol-cloroformo. En seguida se determiné la concentracion total de las proteinas por el método
del acido bicinconinico. Posteriormente se eligié un ratéon de cada grupo para que las proteinas
fueran separadas en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGUE), utilizando 15 microg de cada muestra como se describié previamente (7). Una vez
separadas las proteinas, éstas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa utilizando la
técnica semihumeda. Con las membranas conteniendo las proteinas, se realizé inmunodeteccion
utilizando el anticuerpo conejo anti-COX4 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una diluciéon de
1:2000, y actina mediante el anticuerpo conejo anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una
dilucion de 1:3500. Como anticuerpo secundario se utilizé cabra anti-conejo biotinilado (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) a una dilucion de 1:5000. En seguida se procedié a revelar utilizando
quimioluminiscencia (Western Lightning Plus-ECL, Perkin Elmer). Finalmente se determiné la
densidad de cada una de las bandas utilizando el programa Image Lab 3.0 software (ChemiDocTM
XRS, Bio-Rad), y se calculd la proporcion COX4/actina.

Resultados y discusion

Para lograr cumplir en tiempo y forma con el objetivo planteado, se utilizaron muestras de higados
congeladas que fueron obtenidas de un estudio previo. En ese estudio, a los ratones de 6 semanas
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de edad se les dio tratamiento con dietas hipercaléricas y/o curcumina por 16 semanas (Tablas 1
y 2), es decir, los ratones fueron sometidos a un tratamiento crénico.

En el presente estudio se determinaron los niveles de expresion tanto de COX4 como del control
de expresion constitutiva Actina (Blot en la Figura 1A); de éste blot se determind la densidad de
cada banda de proteina y se calculo la proporcion COX4/Actina (Figura 1B). Se observa en la
grafica (Figura 1B) que el ratdon que recibio la dieta alta en fructosa (DE+F) tuvo un ligero
incremento en la expresion de COX4 (proporcién 7.88) comparado con el ratén control que recibid
dieta estandar (DE; proporcion 4.91), mientras que el ratén que recibié dieta de fructosa y
curcumina (DE+F+C) tuvo un incremento de 4.5 veces la expresion de COX4 (proporcion 22.07)
comparada con el control DE. Por otra parte, la dieta alta en grasa (DAG) por si sola incrementé
mas de 5 veces la expresion de COX4 (proporcion 25.64) comparada con el control DE, y la
suplementacion con curcumina (DAG+C; proporcion 32.63) acentu6 débilmente éste incremento
que indujo por si sola la DAG. La dieta combinada fructosa y grasa (DAG+F) incremento
aproximadamente 4 veces la expresion de COX4 (proporcion 19.53) comparado con el control DE;
éste incremento fue un poco mas del doble comparado con el ratén que recibié DE+F (7.88), sin
embargo, de forma interesante fue dos tercios de la expresion observada en el ratén que recibio
DAG+C (32.63). Inesperadamente, la expresion de COX4 se elevd sobremanera en el raton que
recibio DAG+C+F (89.59) con respecto al resto de los grupos.

A
DE DE+F DE+C+F DAG DAG+ DAG+F DAG+C+
Actina s . = 42 kDa
COX-4 =17 kDa
-
B

Propeecion
COX-4/ actina
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Figura 1. A) Inmunodeteccion de activa (=42 kDa) y COX-4 (=17 kDa) en higado de ratén que
recibio diferentes condiciones dietéticas: DE (dieta estandar), F (fructosa), C (curcumina), DAG
(dieta alta en grasas), siendo actina utilizada como grupo de control. B) Proporcion de la expresion
de COX4/actina en las diferentes condiciones dietética.

Los resultados muestran que hay un incremento de la expresion de COX4 en los grupos que
recibieron las dietas hipercaldricas con alto contenido en fructosa y/o grasa, siendo mayor el efecto
en el caso de la dieta con grasa. Este resultado es congruente si consideramos que la grasa se
cataboliza en la mitocondria, a diferencia de la fructosa en la cual su metabolismo inicia en el
citosol en la fructdlisis, y parte de los intermediarios que se producen pueden dirigirse a otras vias
metabdlicas como el ciclo de las pentosas, entre otros, evitando ingresar a la mitocondria.

Por su parte la curcumina, acentuo el incremento de expresion de COX4 inducido por las dietas
hipercaldricas, y de manera sorpresiva, este aumento se acrecenté en el ratén tratado con
DAG+C+F. Al respecto de este hallazgo, es importante considerar que en modelos animales el
consumo cronico de dietas hipercaldricas tiene como consecuencia dafio a la funcion de las
mitocondrias y una posible disminucién en la cantidad de las mismas. Por lo tanto, el posible dafio
a COX4 en las mitocondrias del hepatocito debera ser compensado con un aumento en la
expresion de COX4 para tratar de reestablecer la funcién mitocondrial a un nivel fisiolégico, y la
curcumina podria inducir una mayor expresion de COX4 para lograr alcanzar dicho propdsito.

Es importante considerar que la célula posee un mecanismo llamado dinamica mitocondrial, ésta

es la capacidad de las mitocondrias para fusionarse (fusion) o dividirse (fision) y se lleva acabo
uno u otro proceso dependiendo de la necesidad metabdlica de la célula, teniendo como propésito
el control de la calidad funcional de las mitocondrias, lo que hace posible el mantenimiento de la
demanda energética celular (9). Por lo tanto, dadas las condiciones de tratamiento de los ratones
en éste estudio, es razonable considerar el dafio a COX4 inducido por las dietas hipercaléricas y
paralelamente que el hepatocito indujo una mayor expresion para compensar el dafio, sin
embargo, probablemente a las 16 semanas de tratamiento la compensacion inducida por el
hepatocito no fue suficiente para reestablecer la funcion a nivel fisiologico. Afortunadamente, el
tratamiento con curcumina logré una mayor expresion de COX4, posiblemente alcanzando los
niveles funcionales requeridos por el hepatocito; esto es congruente con nuestros resultados
previos donde la curcumina logré disminuir del dafio oxidativo mejorando el consumo de oxigeno
en mitocondrias aisladas de higado de ratones alimentados con DAG y en ratones diabéticos (4,
5).

Las fortalezas del estudio son: haber determinado por separado el efecto de las dietas
hipercaléricas, en combinacién y/o tratados con curcumina, mostrando que la curcumina es
eficiente en ambos tipos de dietas. Sin embargo, la limitacion del estudio es que no se determind
la funcionalidad de COX4 y debido al corto tiempo del estudio, no se determiné en los 6 ratones
que integran cada grupo de tratamiento.

En conclusion, las dietas hipercaléricas inducen una mayor expresion de COX4 que es acentuada
por la curcumina, siendo mas relevante el efecto de éste polifenol en el ratén que recibio la dieta
combinada. Lo anterior muestra el potencial efecto benéfico para el tratamiento del dafio
mitocondrial en humanos.
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