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RESUMEN

El estrés oxidativo resulta del desequilibrio entre especies reactivas de oxigeno y sistemas
antioxidantes. El exceso de azucar, grasa y hierro pueden ser factores detonantes de
estrés oxidativo. El propdsito del presente estudio fue desarrollar un modelo de estrés
oxidativo en animales de experimentacion a partir de una dieta hipercal6rica en presencia o
ausencia de hierro. Se emplearon 25 ratas Wistar, hembras, de 6 semanas de edad,
mantenidas en ambiente controlado y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Las ratas se
distribuyeron en 2 grupos (n = 13, n = 12), alimentadas ad libitum con dieta estandar (DE) y
dieta hipercaldrica (DH) durante 12 semanas. Cinco dias previos al sacrificio cada grupo se
subdividié en 2 (DE, DEFe; DH, DHFe) y se les inyectd solucion salina (DE y DH) o hierro
dextran (DEFe y DHFe) (0.10, 0.25 y 0.50 mg/mL) y posteriormente fueron sacrificados por
decapitacion. Los animales alimentados con DH presentaron tendencia a ganar peso
(4.07%), disminucién de peso en higado y rifion (p<0.05) y un aumento en los niveles de
H,O, La administracion de hierro dextran provocdé un aumento de malondialdehido
independiente al tipo de dieta. Los resultados sugieren que la DH provoca sobreproduccion
de HyO, pero la presencia de hierro como catalizador es un factor determinante para

provocar la peroxidacion lipidica.

Palabras clave: Dieta hipercaldrica, estrés oxidativo, hierro dextran, peroxidacién lipidica.



SUMMARY

Oxidative stress results from imbalance between reactive oxygen species and antioxidant
systems. Too much sugar and fat in the diet can be a trigger factors for oxidative stress.
The purpose of this study was to develop a model of oxidative stress in experimental
animals based on high-caloric diet in the presence or absence of iron. Twenty-five female
Wistar rats of 6 weeks old were maintained in a controlled environment with light-dark
cycles of 12 hours. The rats were divided into 2 groups (n=13, n=12), fed ad libitum with
standard diet (SD) or high-caloric diet (HD) for 12 weeks. Five days prior to sacrifice each
group was subdivided into 2 (SD, SDFe; HD, HDFe) and were injected with saline solution
(SD and HD) (0.10, 0.25 and 0.50 mg / mL) or iron dextran (SDFe and HDFe) and then
were sacrificed by decapitation. Animals fed DH had a tendency to gain weight (4.07%) and
decrement in liver and kidney weight (p <0.05). Animals treated only with DH showed
increased levels of HyO, but administration of iron dextran caused an increase of
malondialdehyde levels independent on the type of diet. The results suggest that DH leads
to overproduction of H,O, but the presence of iron as a catalyst factor for causing lipid

peroxidation.

Key words: High fat diet, oxidative stress, iron dextran, lipid peroxidation.



|l. INTRODUCCION.

La mayoria de los organismos eucariontes y los seres humanos necesitan del oxigeno para
mantener la produccion de energia y sobrevivir. Sin embargo, en el metabolismo se
pueden generar niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ERO) que son
potencialmente nocivos a nivel celular. Diversos factores provocan un aumento de estas
especies; la alimentacion con alta densidad energética es un ejemplo y esta considerada
como un factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones metabdlicas y enfermedades
cronico-degenerativas relacionadas con estrés oxidativo (Papp, 1995; Barja de Quiroga
1997; Pérez 2000).

La magnitud del patron epidemiologico de estas enfermedades ha cambiado a escala
mundial en las ultimas décadas. La hipdtesis con mayor aceptacion, refiere que la
modificacion negativa de factores ambientales, estilo de vida, habitos de alimentacion,
entre otros, son los responsables de un aumento en la produccion de radicales libres (RL),
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN) (Tapia y
Araya, 2006; Kuwabara et al., 2008). Estos factores, sobre todo habitos de alimentacion
(exceso de grasa y azucar), condicionan a una disminucién de antioxidantes endégenos de
manera directa o indirecta (enzimaticos y no enzimaticos) ocasionando cambios
metabdlicos con efecto negativo en la salud humana que se conoce como estrés oxidativo
(EO) y se caracteriza por una produccion excesiva de RL, ERO y ERN. La exposicion a
altas concentraciones de oxigeno, contaminantes, enfermedades crénico degenerativas o
infecciones agudas aumentan la concentracion de especies reactivas y desencadenan una
respuesta inflamatoria sistémica (Hernandez et al., 2004). El mecanismo antioxidante
enddgeno se ve mas alterado por una disminucion en la ingesta de antioxidantes exdgenos
(nutrimentos, vitaminas, sustancias bioactivas) o aminoacidos azufrados necesarios para la
generacion de glutatién, indispensables como cofactores de enzimas endogenas
antioxidantes. Si el EO se mantiene afecta al metabolismo celular a través del dafio a
proteinas, peroxidacion de lipidos y rupturas de moléculas de ADN (Lesschaeve y Noble
2005; Liu et al., 2009).

Se ha descrito una relacién estrecha entre la alimentacion, alteraciones metabdlicas, EO y

enfermedades crénico-degenerativas (Henning et al., 2007). La densidad energética de los



alimentos demanda altas concentraciones de oxigeno ya que para la produccién de
energia necesaria para procesos celulares el oxigeno es reducido a agua por accion del
complejo citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial y biéxido de carbono.
Aproximadamente entre el 2 a 5 % del oxigeno es reducido de forma incompleta al aceptar
menor numero de electrones, lo que origina ERO (Andresen et al., 2006; Garcia-Gasca et
al., 2009). La disponibilidad de azucares y grasa en la dieta se relaciona con
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, oxidacion de LDL y obesidad, condiciones metabdlicas
que contribuyen a la generacién de ERO vy, por consiguiente, desarrollo de enfermedades

cronico degenerativas (Ackroff et al., 2007; Frazier et al., 2008).

Se han estudiado diferentes modelos bioldégicos para generar estrés oxidativo in vivo,
donde se emplean agentes téxicos, ingredientes especificos (colesterol, acido coélico) en la
dieta, de tal forma que es posible provocar alteraciones puntuales como, disfuncion
vascular (Diniz et al., 2004), enfermedad gastrointestinal (Wit et al., 2008) y EO (Rocha et
al., 2009), entre otros. En el caso de EO, los modelos empleados no son siempre
reproducibles ya que las sustancias quimicas o ingredientes empleados en la intervencion
los hace de alto costo y artificiales (Balkan et al., 2004; Rocha et al., 2009) y que requieren
de equipo y técnicas sofisticadas por o que no siempre se cuenta con estos recursos
materiales, ademas de que muchos modelos no son aplicables a la alimentacion del ser
humano. Por lo anterior, resulta necesario desarrollar un modelo biolégico de alimentacion
para animales de experimentacion que permitan generar estrés oxidativo a base de azucar,
grasa (densidad energética), componentes que forman parte de la alimentacion del ser
humano y de hierro, un mineral altamente empleado en el ser humano, caracteristicas que

hagan al modelo facilmente reproducible y economico (Ackroff et al., 2007).



Il. ANTECEDENTES.

2.1 OXIGENO, ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y ESTRES OXIDATIVO.

2.1.1 Oxigeno (Oy).

Molécula identificada por Sheele y Priestley en 1777, el primero describio los efectos
toéxicos del oxigeno sobre los seres vivos y el segundo establecid que el oxigeno mantiene
la combustion. El efecto toxico del O, es mayor cuanto mas alta sea la tasa metabdlica. Sin
embargo, es indispensable para la respiracibn de organismos superiores y a su vez
peligroso para su existencia debido al efecto téxico que le confiere la condicion de radical
libre (RL) (Papp, 1995; Barja de Quiroga, 1997; Pérez, 2000).

El oxigeno es el elemento mas abundante en carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Vieira-Silva, 2008); es esencial para el metabolismo, permite obtener energia
para el organismo a través de la fosforilacién oxidativa, proceso que determina de manera
parcial el aumento o disminucion de RL y ERO (Novo y Parola, 2008). EI oxigeno posee
dos electrones no apareados con espines paralelos, esto hace dificil que capte 2
electrones simultaneamente en las reacciones en las que interviene y explica la facilidad
de como participa en reacciones univalentes. Su estructura electrénica favorece su
reducciéon por adicidn de electrones de uno en uno, lo que conduce a la generacion de
radicales libres de oxigeno. Aproximadamente del 2-5 % del oxigeno es reducido de forma
incompleta al aceptar un menor numero de electrones, dando origen asi a compuestos
intermedios inestables (RL) que a bajas concentraciones tienen un efecto protector pero a
concentraciones elevadas son muy reactivos, capaces de producir dafo sobre estructuras
celulares, particularmente sobre membranas, proteinas, lipidos y ADN (Andresen et al.,
2006; Garcia-Gasca et al., 2009) que contribuyen a mutagénesis, peroxidacion lipidica y

envejecimiento (Vieira-Silva y Rocha, 2008).
2.1.2 Radicales Libres (RL).

Los RL se han definido como especies, cargadas o no, con una vida media muy corta. En
su estructura atémica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, por

lo que adquieren una configuracion espacial que genera gran inestabilidad, lo que los hace



muy reactivos, dificiles de dosificar y actuan cercano al sitio de formacion. Pueden iniciar
reacciones en cadena por eliminacion de un electron de otra molécula para completar su
propio orbital, y pueden producir lesiones celulares a través del dafio oxidativo (Venéreo,
2002) (Figura 1).

biomolécula radical libre

Figura 1. Esquema del ataque de un RL a una biomolécula (Velazquez et al., 2004)

Los RL se producen por: 1) Procesos oxidativos celulares, que dan lugar generalmente a la
transferencia de electrones al O, para formar H,O sin liberacion de intermediarios.
Inevitablemente se forma un pequefio numero de radicales de oxigeno debido a las
pérdidas en las reacciones de transferencia de electrones. 2) Procesos de inflamacion
celular producida por infeccidn bacteriana que activan a células fagociticas (neutrofilos,
monocitos, macréfagos derivados de monocitos y eosinofilos) con la finalidad de un ataque
citotoxico. En condiciones y niveles fisiolégicos normales juegan un papel muy importante
en reacciones de proteccion, de fagocitosis, detoxificacion, de apoptosis y de combustion.
En condiciones patologicas, donde se generan concentraciones excesivas, inducen dano
oxidativo, promueven envejecimiento y enfermedades cronico degenerativas. Las especies

reactivas comprenden radicales de oxigeno (reduccidén del oxigeno con transferencia
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incompleta de electrones): anion superoxido (O2’), radical hidroxilo (OH), radical peréxilo
(ROOQO"); no radicales de oxigeno (oxigeno parcialmente reducido): peréxido de hidrogeno
(H,0,), ozono (Os), oxigeno singulete ('0,), acido hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso
(HOBr); y especies derivadas del oxido nitrico (NO) (peroxinitrito (ONOOe), oxido nitroso
(NOx) al reaccionar con superdxido y oxigeno respectivamente (Garcia-Gasca et al.,
2009). Estas ultimas especies, son moléculas antimicrobianas producto de la actividad
enzimatica de la oxido nitrico sintasa 2 (NOS2). Se expresan principalmente en
macrofagos y endotelio después de la induccion por citocinas y productos microbianos,
especificamente interferon gamma (IFN-y) y lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (Langer et
al., 2008; Carsillo et al., 2009).

Las ERO son producto de dos fuentes: enddgena (mitocondria, citocromo P450,
peroxisomas, activacion celular inflamatoria, cadena respiratoria, transporte de electrones,
reacciones de oxidacion) y exdgena (factores ambientales, luz ultravioleta, radiacion,
patogenos, dieta hipercaldrica y drogas) (Venéreo, 2002; Garcia-Gasca et al., 2009). Las
mitocondrias son las responsables de mas del 90 % del consumo de oxigeno celular
mediante reacciones enzimaticas y no enzimaticas, en procesos bioquimicos o
mecanismos de sefalizacion, por lo que son fuente importante de ERO. Entre las enzimas
intracelulares que contribuyen a la produccién de ERO se encuentran la xantina/xantina
oxidasa, NADPH oxidasa, citocromo P450, oxido nitrico sintetasa y prostaglandina
sintetasa. En un ambiente aerobio se produce el O+, H,O, y OHe, este ultimo es altamente
reactivo y considerado como el responsable de la toxicidad del O, (Wang et al., 2007; Sun
et al., 2008). En condiciones fisiologicas estas moléculas se generan y se utilizan para
eliminar organismos extrafios (bacterias y virus) por células como neutrdéfilos, monocitos,
macréfagos, eosinofilos y fibroblastos (Velazquez et al., 2004). Las ERO son importantes
mediadores de lesidn celular a través de dafo a membranas o alteracion en la actividad de
enzimas (El-Hafidi y Banos, 1997). La produccion excesiva ataca también a proteinas y
ADN, altera mecanismos protectores y de sefalizacion, destruccibn de membranas y
organelos subcelulares que resulta en muerte celular. En presencia de metales de
transicion, especies como el superédxido y el peroxido de hidrégeno son convertidos a
radical hidroxilo que es mas reactivo (Shulaev y Oliver, 2006; Murphy, 2009). En la Figura
2 se muestra un esquema sobre la produccion y participacion de radicales libres en

procesos de estrés oxidativo.



Consumo de acuerdo a tasa metabdlica (Densidad energética)
Especie animal considerada
Obtener energia (Fosforilacion oxidativa)
Reducciéon incompleta ( 2-5 %)
Especies intermediarios inestables y reactivos

Oxigeno
Condiciones fisiologicas normales 02 NADPH-oxidasa
Reacciones de proteccion: NADH deshidrogenasa
Fagocitosis, Detoxificacidn, Apoptosis <———— Xantina oxidasa E
Citocromo P Potente oxidante S
Superoxido >  ONOO-*** Nitrasion de proteinas T
Niveles fisiolégicos aumentados: % Combinacion NO _Compite con SOD
Dafio oxidativo Inhibe cadena respiratoria R
Envejecimiento prematuro E
Enfermedad crénico degenerativo Reduccién SOD
9 l < (Déficit de Cu, Zn, Mn) S
Peréxido de hidrogeno > HCLO ** Acido hipocloroso o
3 Tipos de especies: s ion cloruro (potente oxidante) X
Radicales de oxigeno * 202
No radicales de oxigeno ** I
Derivadas de ON *** Reaccion de fenton D
<——— (Metales de transicion)
Fell, Nill, Coll, Cul A
Radical hidroxil Potente oxidante T
Estrés oxidativo |
: *
Producltz?(g;ei;yentes H * Peroxidacion de lipidos \Y/
Dieta hipercaldrica (@)
Endogeno: Reaccién de Heber-Weiss
Reacciones de oxidacion < Adicion de H*

Agua

2H,0

Figura 2. Produccion y participacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en procesos de estrés oxidativo. Los asteriscos representan el tipo de
especie, radicales de oxigeno (*), no radicales de oxigeno (**) y derivados de nitrégeno (***) (Adaptado de Wang et al., 2007; Sun et al., 2008).
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a) Radical superéxido (O2*).

La mayor fuente de ERO es la mitocondria, especialmente por el complejo | (NADH
deshidrogenasa y complejo Il (Citocromo bc1). El radical superdoxido se produce por la
incorporacion de un electron a la molécula del oxigeno que, a su vez, presenta un electron
desapareado. Es producido por macrofagos, neutrofilos, leucocitos, fibroblastos y células
del endotelio vascular. Es un radical poco reactivo capaz de oxidar grupos tioles y acido
ascorbico. Presenta un acido conjugado, el radical hidroperdoxido (HO2*) casi inexistente a
pH fisiolégico, mas reactivo frente a moléculas bioldgicas y capaz de iniciar peroxidacion
lipidica. Es convertido a peroxido de hidrégeno por la superoxido dismutasa (Lemma-Gray
et al, 2007) y diferentes isoenzimas localizadas en la mitocondria, citoplasma vy
compartimiento extracelular (Pacher et al., 2007). Se ha reportado que una ingestion
deficiente de potasio tiene relacidon con el aumento en la producciéon de superéxido
(Babilonia et al., 2005).

a) Peréxido de hidrégeno (H205).

El peréxido de hidrogeno es un moderado agente oxidante frente a compuestos organicos,
por si mismo no es altamente reactivo pero al reaccionar con metales de transicion
reducidos (Fe [ll], Cu [I], Co [lI], Ni [Il]) produce radical hidroxilo (reaccion de Fenton) que
es extremadamente reactivo. El H,O, se une al grupo heme del citocromo as; formando dos
intermediarios cataliticos peroxy- y ferril-CcO siendo una potencial fuente de radicales
libres. La presencia de Fe Il en el ADN facilita la produccion localizada del radical hidroxilo
a partir de H,O,, lo que genera rupturas en las hebras y alteraciones de bases (Lemma-
Gray et al., 2007). De la reaccién del ion cloruro y el peréxido de hidrégeno, catalizada por
mieloperoxidasa (MPO) se forma acido hipocloroso (HOCL), un potente oxidante generado
en neutrofilos que actta como un importante mecanismo de defensa contra
microorganismos. En situaciones de hipermetabolismo, alrededor del 40 % de H,0O, se
convierte en hipoclorito y 60% forma radical hidroxilo (Anderson et al., 1991).

c) Radical hidroxilo (OH*).

Es considerado una de las especies mas reactivas y potente oxidante, con una vida media

extremadamente corta, reacciona en su lugar de generacién con gran variedad de



macromoléculas biolégicas y esta implicado directamente con estrés oxidativo y, por lo
tanto, numerosos procesos cronico degenerativos (Nguyen et al., 2007). El cromo (Cr) es
un elemento esencial en pequefas cantidades, pero también se asocia a numerosos
efectos toxicos. La reduccion del Cr VI a Cr lll, resulta en la formacién de intermediarios
reactivos (Cr V, Cr IV, ERO) probables componentes de la toxicidad y de carcinogénesis
generados por algunas reductasas (ascorbato, cisteina. glutation, glutation reductasa,
enzimas de microsomas) que mediante la reaccion de Fenton, contribuyen a convertir el
peréxido de hidrogeno en radical hidroxilo (Borthiry et al., 2007). Las ERO pueden agravar
su citotoxicidad con hierro debido a que éste reacciona con el peroxido de hidrogeno
mediante la reaccion de Fenton generando radical hidroxilo (Deb et al., 2009) que participa

en procesos de peroxidacién de lipidos (El-Hafidi y Bafios, 1997).
d) Peroxinitrito (ONOO-).

El NO es generado por la enzima oxido nitrico sintasa tipo 2 (NOS 2) por estimulaciéon de
una variedad de sefales pro-inflamatorias vinculadas al factor de necrosis tumoral,
interferon gamma (IFNy ) y a infecciones por variedad de patégenos (Carsillo et al., 2009).
El NO es una molécula biolégica de sefializacion, se mueve rapidamente por difusion en
tejido y sangre, donde se convierte en nitrato al reaccionar con la oxihemoglobina,
responsable de un gran numero de funciones fisiolégicas. Puede ser perjudicial cuando se
produce en altas concentraciones y en especial, al combinarse con O, mediante una
reaccion rapida que forma peroxinitrito sin necesidad de procesos enzimaticos. El ONOO-
es un potente oxidante, compite endogenamente con niveles de la superoxido dismutasa e
inhibe variedad de enzimas en la mitocondria, incluyendo el complejo de la cadena
respiratoria y la enzima aconitasa (citrato a isocitrato) del ciclo de krebs (Chenais et al.,
2002; Pacher et al., 2007). Estimula diferentes procesos proinflamatorios incluyendo la
expresion intracelular de moléculas de adhesién, interleucinas (IL-8) y el factor nuclear Kb
(FN-Kb) (Vanhoutte, 2004).

2.1.3 Estrés oxidativo (EO).

Diversos factores se han senalado como responsables del desarrollo de enfermedades
cronico-degenerativas, envejecimiento prematuro y de tipo neuroldgicas (Cordain et al.,

2005). El oxigeno y la dieta son algunos de ellos, necesidades basicas e indispensables
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para los seres vivos sin embargo, son factores que contribuyen a efectos negativos en la
salud. El tipo de dieta es un factor exdgeno relacionado con morbilidad y mortalidad a largo
plazo en padecimientos como obesidad y sindrome metabdlico, entre otros (Hennig et al.,
2007).

La gran mayoria de las agresiones a nivel celular inducen la formaciéon de moléculas
oxidantes (ERO, ERN y otros RL) y electréfilas (particula cargada positivamente que
requiere de electrones y algunas tienen la funcion de agente oxidante, ejemplo:
peroxiaxidos), que condicionan EO (Konigsberg, 2007; Garcia-Gasca et al., 2009). El
estrés oxidativo se define como la suma de todas las reacciones redox que alteran las
condiciones fisioldgicas normales (Sreemantula et al., 2005) destacando el desequilibrio en
la produccion de prooxidantes y antioxidantes a favor de los primeros (Das et al., 2007;
Rocha et al., 2009). En el medio clinico se relaciona con procesos patoldgicos, sobre todo
por desequilibrio entre generacion y eliminacién de estas moléculas de oxidacion que, a su
vez, condicionan la supervivencia celular y contribuyen al desarrollo de enfermedades
como diabetes mellitus, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
cardiovasculares, cancer y condiciones degenerativas (envejecimiento prematuro,

neurodegeneracion) (Collins, 2005; Kuwabara et al., 2008; Selivanov et al., 2008).

2.2 SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE.

El organismo ha desarrollado mecanismos de adaptacién y defensa antioxidante que
incluyen quelacion de metales por proteinas, uso de vitamina C y vitamina E, asi como
enzimas antioxidantes especializadas (Fattman et al., 2003; Giles et al. 2006). Este
sistema permite neutralizar ERO y sus precursores (Slater, 1984; Collins, 2005;
Lesschaeve y Noble, 2005; Micallef et al., 2007) asi como a la constante agresion de
sustancias toxicas (Tien Kuo et al., 2009). Los niveles de EO varian y, de acuerdo a estas
fluctuaciones, hay induccién de sintesis de enzimas antioxidantes y enzimas renovadoras-
reparadoras de dafio a proteinas, lipidos y ADN (Pérez, 2000). El sistema de defensa
antioxidante se caracteriza por ser de tipo enddégeno (enzimatico, no enzimatico) y

exdgeno (dieta), con moléculas solubles en agua o en lipidos (Liu, et al., 2009).



2.2.1 Sistema endégeno enzimatico.

Las enzimas antioxidantes de tipo endégeno contrarrestan la produccién y accion de ERO
asi como de RL (Hazra et al., 2008; Kuwabara et al., 2008; Sun et al., 2008) (Figura 3).

a) Superoxido Dismutasa (SOD).

Cataliza la dismutacion del superdxido a O, y HyO,, constituyendo la primera defensa
celular frente a ERO. Los tres tipos de SOD difieren por el metal prostético: cobre/zinc
(Cu/Zn), Manganeso (Mn), Hierro (Fe). La CuZn-SOD es principalmente eucariotica y se
localiza en el citosol, cloroplastos, espacio intermembral mitocondrial y glioxisomas. La Fe-
SOD y Mn-SOD son procariontas, pero la Mn-SOD también se encuentra en la mitocondria
y peroxisomas, la Fe-SOD esta presente en cloroplastos de pocas plantas (Becana et al.,
1989; Fattman et al., 2003; Petersen et al., 2007). La SOD se inhibe cuando se expone a
altas concentraciones de H,O,, provocando que se acumulen sustancias como radical
superoxido el cual queda disponible para reaccionar con el Fe* reduciéndolo a ion ferroso
(Fe™). De esta manera se inicia la reaccién de Fenton (combinacion de Fe*? con H,0,) con
lo que se forman especies mas reactivas como radical hidroxilo que posteriormente

ocasiona dafo a lipidos, proteinas y ADN (Caplés et al., 2001).
b) Catalasa.

Enzima de 247 kDa localizada en los peroxisomas, compuesta por 4 cadenas idénticas de
polipéptido monomérico con un grupo hemo (Fe**) con fuerte relacién al NADPH. Ha sido
considerada como un importante regulador de estrés oxidativo por ser muy eficiente al
catalizar la conversion de H,O, en agua y oxigeno (Bonini et al., 2007; D’souza et al.,
2008). Tiene un papel central en la defensa contra oxidantes generados a través de varias
vias metabdlicas, presenta una actividad elevada a nivel hepatico y tiene funcién en riidn y
eritrocitos. Juega un papel crucial en la renovacion de células hematopoyéticas y del hueso
marrén (Lui et al., 2009). En inflamacién e infeccion parte del H,O, es convertido a HOCI,
un mediador de la respuesta inmune contra ciertos patdgenos. La produccion de este acido
esta mediado por mieloperoxidasas (MPO) y un exceso conlleva a inhibir la funcién de la
catalasa que, ademas, oxida constituyentes de proteinas incluyendo grupos tiol, grupos

amino y metionina, altamente reactivo y soluble en lipidos (Bonini et al., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de los sistemas de defensa antioxidante endégeno enzimatico, endégeno no enzimatico y exégeno (Becana ef al., 1989;
Cisneros, 1995; Pérez, 2000; Caplés et al., 2001; Collins, 2005; Berger, 2006; Bonafine et al., 2006; Zamora, 2007; Bonini et al., 2007; D’'souza et al.,
2008; Garcia-Pinilla et al., 2008; Sautin y Johnson, 2008; Liu et al., 2009; Octtaviano et al., 2009; Zhang y Forman, 2009; Plum et al., 2010).
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c¢) Glutation Peroxidasa.

Pertenece a la familia de enzimas con actividad peroxidasa (neutralizacién de
peréxidos), se encuentra en el citoplasma de casi todos los tejidos de mamiferos, de
manera particular en las células endoteliales. Esta enzima tiene la funcion de
transformar al peroxido de hidrégeno (principal sustrato) en agua y peroxidos de lipidos
a sus respectivos alcoholes utilizando el glutation reducido disponible (Garcia-Pinilla et
al., 2008; Gallo y Martino, 2009). Existen 8 isoformas conocidas sin embargo, soélo 5 de
estas contienen selenocisteina y son capaces de catalizar la reaccidn antes
mencionada empleando glutation reducido como cofactor. La glutatibn peroxidasa
(GPx-3) es la principal isoforma antioxidante extracelular que contiene selenocisteina
(Octtaviano et al., 2009).

d) Glutation Reductasa.

Es una flavoenzima dependiente de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH) que cataliza la reduccion de glutatiéon oxidado (GSSG) a glutatién reducido
(GSH) el cual sera utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del H,0,
y lipoperodxidos (L-OOH). Permite mantener concentraciones de GSH en la célula, util
en la recuperacion de vitaminas C y E luego de participar en la eliminacién de RL
generados in situ o a distancia. La alteracion de la actividad de la glutation reductasa
provoca disminucion en las concentraciones de GSH dando lugar a un incremento en
los niveles de ERO (Cisneros, 1995).

e) Gamma-Glutamil Transpeptidasa (GGT).

La GGT es una enzima que se encuentra principalmente en rifidn, pancreas, higado y
prostata, participando en el transporte de aminoacidos hacia el interior de la célula
(Beltran-Martinez y Correa-Chacén, 2003). Cataliza el primer paso en la degradacion de
glutation, que consiste en la escisidon y la transferencia de la fraccién c-glutamil a un
receptor de aminoacidos (o la hidrdlisis de la liberacion de glutamato) y la liberacion de
cisteinil-glicina (Alkhuder et al., 2009). Es una enzima glicosilada que esta parcialmente
incrustada sobre la superficie de la membrana plasmatica, cataliza la transferencia del

y-glutamil a glutatién o glutatién conjugado. La GGT proporciona cisteina, que limita el
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rango de aminoacidos para la sintesis de novo de GSH. Como tal, es indispensable
para mantener la homeostasis de GSH vy cisteina, su deficiencia resulta en estrés
oxidativo y susceptibilidad celular a dafo oxidativo. En consecuencia, la GGT también
cataliza el metabolismo de componentes enddgenos como leucotrienos C4 vy
xenobidticos después de su conjugacion con GSH. Por lo tanto, la GGT juega un papel
de suma importancia en la defensa antioxidante, detoxificacion y procesos de

inflamacion (Zhang y Forman, 2009).
2.2.2 Sistema Enddégeno no Enzimatico.

Sistema paralelo al endégeno enzimatico y especialmente util cuando este sistema se
satura. Determinado por una serie de compuestos llamados depuradores o
neutralizadores de radicales libres que logran retrasar e inactivar su produccién y su
funcién. Dentro de este sistema se encuentra el acido urico, al glutation (GSH), la
melatonina, al acido lipdico, la bilirrubina, las ubiquinonas, que forman parte de la

estructura molecular de algunas enzimas antioxidantes (Zamora, 2007).
a) Acido urico.

Es el producto final de la degradacion enzimatica de purinas a nucledsidos y bases
libres mediante la accién enzimatica de la xantina 6xidorreductasa (XOR). Se considera
como un antioxidante importante en el plasma humano en concentraciones normales
sin embargo, concentraciones elevadas correlacionan con el desarrollo de obesidad y
enfermedades cardiovasculares, condiciones asociadas a estrés oxidativo. Se piensa
que un aumento en sus niveles representa un intento de defensa como respuesta de
proteccion al huésped, pero tiene una funcion pro-oxidante dentro de la célula (dafo
celular mediado por el sistema inmune, aumento en la produccion de TNF-a, y citocinas
pro-inflamatorias) (Sautin y Johnson, 2008). Su funcion antioxidante es similar a la del
acido ascorbico en niveles séricos normales, se piensa que tiene participacion en varios
procesos redox. Se ha observado que neutraliza al radical hidroxilo, oxigeno singulete y
peroxinitrito, asi como quelacién de hierro. El acido urico también mantiene varios
sistemas previniendo la inactivacion extracelular de la SOD por el perdoxido de
hidrégeno y la oxidacién del ascorbato (Johnson et al., 2009). Cuando circula en la

sangre puede neutralizar radicales reactivos que son perjudiciales para reacciones
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como la auto-oxidacion de la hemoglobina o produccién de peréxido por macrofagos y a
nivel de plasma puede prevenir la peroxidacion de lipidos si el acido ascorbico esta

presente (Sautin y Johnson, 2008).

b) Glutation.

Tripéptido formado por los aminoacidos acido glutamico, cisteina y glicina (Glu-Cys-Gly)
con un grupo sulfidrilo (-SH) y es el tiol no proteico mas abundante. Es un sustrato para
la glutation peroxidasa y la glutation S-transferasa. Juega un papel contra estrés
oxidativo y en detoxificacion de componentes exdgenos y enddégenos del metabolismo,
incluyendo carcindgenos y drogas. Asimismo, esta involucrado en la regulacion del ciclo
celular, sefializacion celular y apoptosis (Zhang y Forman, 2009). Esta sujeto a un
constante recambio en el organismo, siendo regulado por la actividad de la enzima
gamma glutamil transpeptidasa (yGT o GGT) localizada en la membrana celular y los
organos responsables de su homeostasis (higado, rifiones, pulmones, corazén,
intestinos y musculos) (Deneke y Fanburg, 1989). Juega un papel fundamental en la
proteccion celular contra el dano oxidativo. Los cambios de la concentracién de GSH en
sangre podrian dar una medida del estrés oxidativo in vivo. EI GSH disminuye con el
envejecimiento, el ejercicio intenso y también en ciertas patologias como diabetes,
fibrosis quistica, SIDA, cirrosis, infecciones, malnutricion proteica y tratamientos
quimioterapicos, entre otros (Martinez-Sarrasague et al., 2006). Su principal funcién es
antioxidante y neutralizadora de RL que se encuentran en la circulacion. El glutatién es
oxidado por la enzima glutation peroxidasa permitiendo la degradacién del peroxido de
hidrégeno y permite el reciclado de la oxidacion del alfa-tocoferol y acido ascorbico, dos

antioxidantes importantes en la circulacion (Micallef et al., 2007).

¢) Melatonina.

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una proteina descubierta originalmente
como una hormona endocrina producida en la glandula pineal (pinealocitos) sintetizada
a partir del neurotransmisor serotonina, actualmente se sabe que se produce en otros
organos como el tracto gastrointestinal, ademas representa ser un componente minimo
de alimentos que facilmente puede cruzar cualquier tipo de membrana, por lo tanto su

absorcién es muy eficiente. El tracto gastrointestinal contiene cientos de veces mas
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melatonina (actua como hormona paracrina) permitiendo que la absorcion de vitaminas,
minerales y nutrientes contenidos en el alimento sea lo mas adecuado posible, ademas
de liberarse a la sangre en respuesta a la ingesta de alimentos y a estimulos de
nutrientes, en especial triptéfano. Sus propiedades como antioxidante se basa en
diversos efectos: captacion directa de radicales, sobre-regula la produccion de
antioxidantes y sub-regula la de pro-oxidantes, mejora el metabolismo mitocondrial al
evitar fuga de electrones y potencializa los efectos de otros antioxidantes como el acido
ascorbico, el trolox y vitaminas antioxidantes. También muestra efecto protector sobre
las células frente a estrés oxidativo e induce apoptosis por supresion de ADN
mitocondrial. Su oxidacién es importante para la produccion de otros metabolitos
bioldgicamente activos, tales como N'-acetyl-N*-formyl-5-methoxykynuramina (AFMK) y
N1-acetyl-5-methoxykynuramina (AMK) que presentan propiedades protectoras
(Hardeland y Pandi-Perumal, 2005; Kimball et al., 2008).

d) Acido lipéico.

El acido lipdico es un derivado del acido octandico, se considera un potente
antioxidante a nivel de mitocondria, desempefia un papel central en el mantenimiento
de la red de defensa con la regeneracion de antioxidantes y neutralizando de manera
efectiva a las ERO. También es un cofactor esencial en complejos enzimaticos
implicados en el metabolismo oxidativo. Endégenamente este acido se sintetiza a partir
de acido octandico por la accion de sintasa de acido lipdico (LASY). La sub-regulacion
de LASY a nivel de endotelio agrava la respuesta inflamatoria que se manifiesta con
aumento en el TNF-a y de citocinas pro-inflamatorias, por lo tanto, la sobre-expresion

de LASY disminuye la respuesta inflamatoria (Padmalayam et al., 2009).
e) Bilirrubina.

Durante muchos afios se consideré a la bilirrubina como producto de desecho del
metabolismo del heme. Recientemente se ha propuesto que estos pigmentos
desempefian un papel como antioxidantes naturales ya que pequefias cantidades
permiten estabilizar a la vitamina A y B-caroteno durante la absorcion intestinal y niveles
bajos de bilirrubina en plasma van acompanados de los primeros signos de deficiencia

de vitamina E. La bilirrubina no conjugada y a concentraciones micromolares neutraliza
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eficientemente al radical peroxilo, ha superado al a-tocoferol como antioxidante y puede

proteger a proteinas plasmaticas y lipidos de muchos oxidantes (Maghzal et al., 2009).
2.2.3 Sistema Antioxidante Exégeno.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos de tipo endégeno dependen
de otras sustancias esenciales. Por ejemplo la expresion de glutation peroxidasa y
tiorredoxina reductasa dependen de cantidades adecuadas de selenio, la expresion de
SOD depende de un aporte adecuado de cobre y zinc y la actividad de la glutation
reductasa de un aporte suficiente de riboflavina (Zamora, 2007). Estudios
epidemioldgicos permiten llegar a la conclusiéon de que la dieta constituye un factor
clave y una herramienta potencial para el control de enfermedades cronicas. Muchos de
sus componentes (sustancias biolégicamente activas) estan involucrados en estados de
defensa antioxidante (Lampe, 1999) y existen razones biolégicamente plausibles por lo
que el consumo de frutas y vegetales previene y controla enfermedades crénicas por
este tipo de sustancias (Wildman y Kelley, 2007; Aponte et al., 2008). Entre las
moléculas antioxidantes presentes en la dieta estan los fitoquimicos, carotenoides,
vitaminas: vitamina E, la vitamina C, la vitamina A y minerales como selenio, cobre, zinc
y magnesio (Zamora 2007). Los niveles séricos y sistémicos de micronutrientes
antioxidantes se han asociado con la prevencion de cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades crénico degenerativas (Franke et al, 2005). Las
alteraciones en la alimentacién con respecto a aporte, ingestiéon y absorcion de estos
compuestos altera negativamente la salud y por ende la calidad de vida, por lo que es
de importancia mantener una adecuada alimentacién ya que es la principal via de
entrada al organismo de compuestos antioxidantes (Zamora, 2007). En la Figura 3 se
muestra un esquema integrador resumido del funcionamiento de los sistemas

antioxidantes enddgenos y exogenos.
a) Fitoquimicos.

Los alimentos, ademas de aportar nutrientes, contienen sustancias biolégicamente
activas que tiene un efecto funcional (protector antioxidante) en el organismo. No son
considerados esenciales en el metabolismo sin embargo, son muy benéficos a largo

plazo para la salud y se clasifican de acuerdo a su funcidn y caracteristicas
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estructurales: terpenos (carotenoides, fitoesteroles, capsaicina, saponinas), fenoles
(isoflavonas, lignanos, flavonoides, antocianinas, catequinas, taninos), tioles
(compuestos organosulfurados) (Aponte et al., 2008). Por no ejercer una funcion directa
en el metabolismo se consideran metabolitos secundarios, dentro de sus principales
funciones esta: mejorar la respuesta inmune, ejercer una funcion antioxidante, proveer
una proteccion anti-cancerigena, disminuir lipidos séricos, estimular procesos

enzimaticos, retardar el proceso de envejecimiento (Bonafine et al., 2006).

b) Vitamina E.

Proviene de la sintesis de tococromanoles, grupo de compuestos con actividad de
vitamina E en diferentes porcentajes y esencial para la nutricion humana. De manera
estructural y natural, la vitamina E incluye 8 moléculas que quimicamente son distintas;
a, B, y, 6-tocoferol, a, B, y, 6-tocotrienoles. Los sintomas causados por la deficiencia de
a-tocoferol puede ser revertida por la presencia de tocotrienoles y por consiguiente
vistos como miembros de la vitamina, tanto funcional como estructuralmente. Los
tocotrienoles poseen un gran poder hipocolesterolémico, anticancerigeno, propiedades
neuroprotectoras y proteccion al dafio cerebral asociado a accidentes
cerebrovasculares. Los 8 compuestos, por su homologia estructural, poseen una
eficacia antioxidante y con respecto al a-tocoferol puede ejercer también funciones
ajenas a su propiedad antioxidante, como inhibir enzimas, por ejemplo la 5-lipoxigenasa
lo cual inhibe la produccion de leucotrienos y activar a otras como la proteina fosfatasa
2A que cataliza la reaccién de defosforilacién de una fosfoproteina (Sen et al., 2007). La
vitamina E cruza la barrera hemato-encefalica y se acumula con el tiempo a niveles
terapéuticos en el sistema nervioso central y a su vez puede impedir el déficit cognitivo

resultado de una dieta alta en grasa saturada (Wu et al., 2010).

c¢) Vitamina C.

Micronutriente soluble en agua, indispensable para la funcion celular normal,
crecimiento y desarrollo. Esta vitamina puede ser sintetizada por mamiferos a través de
la ruta del acido glucorénico a nivel hepatico sin embargo, los seres humanos han
perdido esta capacidad y se debe tomar de la alimentacion. Existen dos formas de

vitamina C, acido ascorbico (forma activa reducida) y acido dehidro-ascorbico (forma
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oxidada). El primero es considerado como un antioxidante eficaz que actua como
depurador de radicales libres y un cofactor esencial en numerosas reacciones
enzimaticas (Reidling et al., 2008). Protege del estrés oxidativo a las células, previene
dano a macromoléculas incluyendo lipidos, proteinas, ADN y la incidencia de ciertos
tipos de cancer. Ha permitido aumentar la vida replicativa de fibroblastos humanos
atribuyéndose a la disminucién del envejecimiento, reduccion de dafo mitocondrial y de

ADN a través de la neutralizacion de ERO (Hwang et al., 2007).

d) Selenio.

Es un no metal y su papel biologico mas trascendente es su reconocido poder
antioxidante, el cual es secundario a las denominadas selenoenzimas. Su homeostasis
se logra mediante su distribucién en los tejidos y excrecion en la orina, dado que su
absorcion no esta regulada. Una vez absorbido va hacia higado y de ahi a la vena
porta, en el higado es convertido a selenocisteina libre que rapidamente se cataboliza
para producir selenio metabdlicamente activo (Burk et al., 2006). Se han descrito
aproximadamente 35 selenoenzimas; proteinas que contienen un residuo de
selenocisteina en su sitio activo y en las cuales el Se constituye su cofactor enzimatico.
Dentro de las selenoenzimas, las mejor caracterizadas y estudiadas son la Glutation
Peroxidasa (GPx) que cataliza la reducciéon del peroxido de hidrogeno a agua y la
Selenoproteina P (SePP) que parece tener efecto protector frente al ataque de
peroxinitritos. Otras dos enzimas de importancia mayor son la Tioredoxina reductasa
cuya funcion es reducir nucledtidos durante la sintesis de ADN y la lodotironina
deiodinasa, responsable de la conversiéon periférica de T4 en T3 activa. La deplecion
del estado nutricional de selenio es una caracteristica distintiva; la misma se traduce por
una reduccion de los niveles séricos y de las diferentes selenoenzimas, en especial la
glutation peroxidasa y selenoproteina. Su funcion antioxidante cumple un papel de
proteccion frente a lipoperoxidacion de membranas celulares participando ademas en el
proceso de regulacion de la respuesta inflamatoria (Manzanares, 2007).

e) Zinc.

El zinc es un oligoelemento esencial, el cuerpo humano contiene alrededorde 2a 3 g,

de este, el 90% es funcional en musculo y hueso. A nivel celular, del 30 a 40% se
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encuentra en el nucleo, 50% en el citosol y el resto esta asociado a la estructura de
membranas. Influye sobre varios mecanismos moleculares de regulacion, por ejemplo:
la apoptosis (muerte programada de células), incluyendo la actividad de las caspasas
(proteasas involucradas en la apoptosis y activacion de citocinas proinflamatorias,
ejemplo: IL-1beta, IL-8) y proteinas de la familia Bcl (proteinas reguladoras de
supervivencia celular al inhibir la activacion de las caspasas). La propiedad anti-
apoptética del zinc consta de 2 mecanismos: 1) limita el alcance de dafo inducido
durante estrés oxidativo, lo que resulta en supresion de las vias de sefalizacion de la
apoptosis, 2) niveles adecuados de zinc al parecer evitan la oxidacién de grupos
sulfidrilos de las proteinas y por lo tanto reducen el estrés oxidativo. Con respecto a
lipidos y proteinas puede preservar a membranas celulares y macromoléculas de dafo
oxidativo. Junto con el cobre forma homodimeros de la SOD que la hacen
cataliticamente activa, el cobre se cree que juega un papel en la definicion de la
estructura y estabilidad de la SOD (Kayatekin et al., 2008). Un exceso de zinc genera
deficiencia de cobre (compite a nivel de absorcidon) que ocasiona el desarrollo de
leucopenia, neutropenia, disminucion de la SOD (particularmente en eritrocitos),

incrementa colesterol, LDL:HDL y funcion cardiovascular anormal (Plum et al., 2010).
2.3 DIETA Y ESTRES OXIDATIVO.

La alta cantidad de grasa y azucar hace disponible alimentos con alta densidad
energética, de bajo costo y sabrosos lo que los hace muy atractivos. Su ingesta, en
combinacion con la reduccion del gasto energético (estilo de vida sedentario),
promueve un balance energético positivo neto que resulta en incremento de la masa
grasa corporal, ganancia de peso y aumenta la prevalencia de la obesidad (Hegarty et
al., 2002; Bonen et al., 2004; Ackroff et al., 2007; Bonnard et al., 2008; Frazier et al.,
2008). La grasa es considerada parte basica de la alimentacion pero su ingesta a largo
plazo promueve efectos negativos en la salud. La dieta occidental aporta de 30 a 40 %
de energia a base de grasa constituida por acidos grasos saturados y acidos grasos
poliinsaturados (Diniz et al., 2004).

El consumo de azucar, uso de fructosa y edulcorantes se ha incrementado en la
poblacién americana en donde se calcula una ingesta promedio de estas 3 sustancias

de 64 kg/ano. Un consumo del 25 % de fructuosa sobre el requerimiento energético
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durante 10 semanas podria resultar en incremento de peso (Hofmann y Tschop, 2009),
aumento de depdsitos de grasa, alteraciones en la homeostasis energética y
alteraciones metabdlicas (Hegarty et al., 2002; Bonnard et al., 2008; Bartolomucci et al.,
2009). La mayoria de las alteraciones metabdlicas son silenciosas clinicamente y sélo
se manifiestan cuando el dafio ya es evidente (Rocha et al., 2009) y tienen una relacién
estrecha con el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas en todas sus
modalidades (Cordain et al., 2005; Hennig et al., 2007) (Figura 4):

e Desequilibrio en el metabolismo de lipidos (oxidacién de acidos grasos) (Hegarty et
al., 2002; Hofmann y Tschop, 2009)

e Disminucién bioenergética (Mantena et al., 2009)

e Alteracion del ciclo celular, inflamacion, sensibilidad de enterocitos a secrecién de
hormonas intestinales afectando la saciedad, citocinas pro y antiinflamatorias,
alteracién en la homeostasis de la glucosa, hiperglucemia, disminucion en la
capacidad oxidativa (fosforilacion oxidativa) (Simoneau y Kelley, 1997; Petersen et
al., 2004; Lowell y Shulman, 2005; Bonnard et al., 2008)

¢ Incremento en la secrecion de insulina que precede la resistencia de insulina a nivel
periférico (Shapiro et al., 2007; Wit et al., 2008; Brons et al., 2009)

e Disfuncion celular y mitocondrial, asi como generacion de especies reactivas de
oxigeno (Krebs y Roden, 2004), que conlleva a inflamacion e inducen dafio en la

membrana celular (Knight et al., 2008).

2.3.1 Aumento de la masa grasa.

La masa grasa esta constituida por adipocitos, fibroblastos, células endoteliales y
macrofagos, que constituyen cerca del 50% del contenido celular total y a su vez
conformado por dos tipos de tejido: pardo y blanco. El tejido adiposo pardo esta
especializado en la produccion de calor (termogénesis) que estda mediado por las
proteinas desacoplantes-1 (UCP-1) a partir del almacenamiento de lipidos. El tejido
adiposo blanco funciona como un deposito o eficiente reservorio de energia y
recientemente se reconoce como un o6rgano con diversas funciones metabdlicas y

endocrinas (Pérez et al., 2007; Potenza y Mechanick, 2009).
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Figura 4. Efectos de una dieta de alta densidad energética sobre desordenes metabdlicos y su
relacion con estrés oxidativo (Hegarty et al., 2002; Bonnen et al., 2004; Krebs y Roden, 2004; Cordain
et al., 2005; Ackroff et al, 2007; Hennig et al, 2007; Bonnard et al, 2008; Frazier et al., 2008;

Bartolomucci et al., 2009; Hofmann y Tschop, 2009; Mantena et al., 2009; Rocha et al., 2009).

El tejido blanco visceral en exceso muestra un incremento de las adipocitocinas
proinflamatorias; TNF-qa, IL-6, proteina estimuladora de acilacién (ASP), resistina y un
decremento de las adipocinas antiinflamatorias como la adiponectina, las cuales
modifican la sensibilidad a la insulina. Este tipo de desequilibrio se ha visto relacionado

con el desencadenamiento de arteriosclerosis y otras complicaciones microvasculares
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(Sanchez-Muioz et al., 2005). El aumento de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-1beta,
IL-8, TNF-a) y la actividad de monocitos y granulocitos se ha asociado a un aumento de
las necesidades de oxigeno, favoreciendo la produccién de ERO y ERN, como son los
peréxidos y el oxido nitrico que, de saturar las defensas antioxidantes, condicionan

estrés oxidativo (Rodriguez et al., 2005).

El balance energético positivo, la predisposicion genética, el sedentarismo, dieta baja
en fibra y alta en acidos grasos saturados, incrementan la masa grasa y por lo tanto, la
masa del adipocito que actua como un 6rgano endocrino capaz de comunicarse asi
mismo con otros 6rganos y sistemas, mediante la liberacion de adipocinas (Studzinski
et al., 2008). Estas actuan a nivel local y a distancia por efectos autdcrinos, paracrinos y
enddcrinos y estan implicadas en el control de la ingesta de alimentos, en el balance de
energia, en el peso corporal, en la homeostasis de glucosa, en el metabolismo lipidico,
en la angiogénesis, en la fibrindlisis, en los procesos pro y anti-inflamatorios, en el
desarrollo sexual y en la reproduccion. Estas sustancias tienen un papel clave en la
patogénesis del sindrome metabdlico, integrado por un grupo de factores de riesgo de
origen metabdlico qué se acompafian a su vez de un riesgo aumentado de diabetes
mellitus tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares. El incremento en la masa del
adipocito es un estimulo que condiciona, sobre todo si persiste durante mucho tiempo,
a alteraciones en la secrecion de citosinas y adipocinas inflamatorias asi como de
acidos grasos no esterificados que propician sindrome metabdlico (Figura 5) (Pérez et
al., 2007; Potenza y Mechanick, 2009; Muller et al., 2011).

El sindrome metabdlico se define como un estado inflamatorio resultante de un grupo
de trastornos metabdlicos: 1) aumento de la circunferencia de cintura, 2) disminucion
sérica de lipoproteinas de alta densidad (HDL), 3) aumento en los niveles séricos de
triglicéridos, 4) hipertension y 5) resistencia a la insulina. Recientes datos sugieren que
el desarrollo del sindrome metabdlico se debe a un incremento de estrés oxidativo en el
tejido adiposo (Holvoet et al.,, 2008) (Figura 6) que, en combinacion con resistencia a
insulina y disfuncion endotelial, condicionan a un desequilibrio redox, donde hay una

mayor produccion de radicales libres y de citocinas (Esposito et al., 2006).
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Figura 5. Fisiopatologia del Sindrome Metabdlico. El incremento de las adipocinas pro-inflamatorias y
decremento de anti-inflamatorias a nivel de musculo esquelético generan resistencia a insulina y a nivel
de higado generan hiperinsulinemia, que conlleva a disfuncion endotelial y aterogénesis. Los acidos
grasos alteran la produccién de lipidos hepaticos hacia un perfil mas aterogénico (disminucion de
lipoproteinas de alta densidad, aumento de lipoproteinas de baja densidad y elevacion de triglicéridos)

(Sanchez-Mufioz et al., 2005; Pérez et al., 2007; Potenza y Mechanick, 2009).
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Figura 6. Sindrome metabdlico y su relaciéon con el estrés oxidativo (Adaptado de: Esposito et al.,
2006).

2.3.2 Oxidacion de macromoléculas.
a) Carbohidratos

En condiciones normales los monosacaridos, en presencia de metales de transicion
(Fe>**, Cu***, Zn**) y los niveles elevados de glucosa sérica (hiperglucemia) conducen
a estrés oxidativo. Dado que la glucosa se oxida se permite la formacion de alfa-
cetoaldehidos, superéxido y perdxido de hidrogeno, que conlleva a un exceso en la
produccion de ERO y deficiencia del sistema antioxidante para eliminarlas (Caplés et
al., 2001). Asi mismo, la hiperglucemia cronica produce una acumulacién de productos
de glicacion reversibles y productos finales de glicacién avanzada (AGE, Advanced

Glycation Endproducts) en diferentes proteinas estructurales y circulantes del
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organismo generando simultdneamente estrés oxidativo y carbonilico, proceso
denominado glicosilacion (Actis y Rebolledo, 2000). El proceso de glicosilaciéon o
reaccion de Maillard, consiste en una serie de reacciones que suceden en el siguiente
orden: 1) Adicion de un grupo amino primario (de proteina o de fosfolipido) al grupo
carbonilo del monosacarido lo que forma una base de Schiff (aldiminas), compuesto
poco estable donde si no disminuye la concentraciéon de glucosa circulante avanza
hacia la segunda etapa. 2) Se da nuevamente un re-arreglo interno para formar
moléculas de mayor estabilidad, los compuestos de Amadori (fructosaminas) pero
genera mas carbonilos reactivos. Hasta este punto las reacciones son todavia
reversibles hasta la parte inicial si disminuye la concentracion de glucosa. 3) Si la
reaccion no se revierte, los grupos carbonilos de los compuestos de Amadori tienen la
capacidad de reaccionar nuevamente con los grupos amino de las proteinas originando
moléculas mas grandes por entrecruzamiento de la glucosa con otras proteinas,
generandose lentamente los compuestos AGE propiciado por la presencia de oxigeno y
metales reductores (Rosado-Pérez y Mendoza-Nunez, 2007). Esto permite mayor
oxidacion de lipidos (acidos grasos poliinsaturados) y oxidacion de proteinas en las
membranas celulares lo que modifica la estructura de estas macromoléculas y, por

consiguiente, deterioro en todas sus funciones (Actis y Rebolledo, 2000) (Figura 7).

b) Lipidos

En condiciones metabdlicas normales los acidos grasos, en particular los libres, pueden
ser oxidados por muchos tejidos, principalmente por el higado y el tejido muscular para
obtener energia. Ademas, el organismo tiene la capacidad de almacenarlos en forma de
triacilglicerol, lo que condiciona exceso de tejido adiposo repercutiendo en un estado de
inflamacion celular hasta llegar a EO. Ademas, los acidos grasos son componentes
estructurales de las membranas celulares, como son los fosfolipidos y glucolipidos y
este tipo de biomoléculas son las mas susceptibles de sufrir dafo oxidativo ocasionado
en especial por el radical hidroxilo que tiende a oxidarlos en cascada y otros radicales
libres, proceso quimico conocido como peroxidacion lipidica. Este proceso resulta muy
relevante en la evolucion del EO ya que la peroxidacion de lipidos conlleva a la
disfuncion fisiolégica de la membrana celular alterando su fluidez, su potencial y la
permeabilidad idnica, que condicionan la pérdida de su integridad (Gutteridge y Halliwell
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1990; Alvarez et al., 1993; Wong-ekkabut et al., 2007). Los peroxidos lipidicos (LOOH) y
sus derivados carbonilos citotoxicos pueden bloquear la accion de macrofagos, inhibir la
sintesis de proteinas, inactivar enzimas, generar trombinas y actuar como agentes
quimiotacticos (senales intracelulares) para fagocitos (Berlett y Stadman, 1997). Los
productos finales de la peroxidacion de lipidos, malondialdehido (MDA), 4-Hidroxi-
nonenal (HNE) y peroxidos lipidicos producen lesiones en proteinas al interaccionar con

restos de lisina, cisteina e histidina (Esterbauer et al., 1991) (Figura 8).
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Figura 7. Esquema de la glicacion y glicosilacion de proteinas. A) Formacion de almidina y
compuestos de amadori. B) Produccion de cetoaldehidos reactivos por autoxidacion de glucosa con
generacion de radicales libres. Ambos procesos conducen a formacion de productos finales de
glicosilacion avanzada (Actis y Rebolledo, 2000; Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez., 2007).
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productos finales (Esterbauer et al., 1991).
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c) Ciclo glucosa - acidos grasos

La interaccion entre el metabolismo de lipidos y el de carbohidratos puede ser explicado
en parte por la existencia del llamado ciclo glucosa-acidos grasos propuesto por Randle
et al. (1963) (Figura 9). Un aumento en la concentracion de acidos grasos en plasma
podria conducir a una oxidacion aumentada de grasas (B-oxidacion) que resulta en
acumulacién de Acetil CoA y NADH lo que puede condicionar una inhibicién de la
actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH) y por consiguiente evitar la oxidacion de
piruvato. El inhibir la piruvato deshidrogenasa puede conducir a un ahorro de
carbohidratos, dado que el piruvato convertido en acetil CoA se oxida. Un incremento
de acetil CoA, de hecho un aumento en el cociente acetii CoA/CoA resulta en
incremento en la concentracion de citrato que inhibe a la enzima fosfofructocinasa
(PFK) enzima determinante de la velocidad de la via glucolitica. Estos efectos pueden
resultar en una reduccion de la tasa de glucdlisis y glucogendlisis 1o que conduce a un
aumento de glucosa en sangre, asi como concentraciones mas bajas de acidos grasos
pueden generar adaptaciones opuestas (Randle et al., 1963; Jeukendrup et al., 1998;
Rumberger et al., 2004).

d) Proteinas

El dafio sobre aminoacidos determina alteraciones en la conformacién de la proteina y
su funcién. La pérdida de funcion cambia o frena procesos celulares y puede, ademas,
inducir la produccion de autoanticuerpos. La oxidacion de proteinas puede estimarse
por carbonilos, que derivan de la oxidacion directa de cadenas laterales de aminoacidos
y de la ruptura oxidativa de proteinas. Los carbonilos son aparentemente dificiles de
inducir y pueden, por lo tanto, indicar estrés oxidativo mas severo (Andresen et al.,
2006). Los aminoacidos, péptidos y proteinas son susceptibles de ser sustrato de RL o
ERO o bien originar derivados de tipo lipidico o glucidico que reaccionan con los grupos
funcionales de las proteinas. La modificacion conlleva a una desaminacion o
descarboxilacion del aminoacido proteico, formando bitirosina y compuestos carbonilos
como productos finales de oxidacién (Daneshvar et al., 1997; Stadman and Beriett.,
1998; Szapacs et al, 2008). Se pueden alterar proteinas funcionales tales como

transportadoras y enzimas, lo que condiciona rupturas que permiten la salida del
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contenido de las células y organelos como enzimas hidroliticas lisosomales (Gutteridge
y Halliwell 1990; Alvarez et al., 1993; Wong-ekkabut et al., 2007).

Espacio AGL Glucosa Via de los polioles.
extracelular ,l,
Glucosa 6-P Via de la hexosamida.
Plasmalema ¢ i
Via de los Productos de
Fructuosa 6-P glicacion avanzada (AGE)
Citoplasma -
v PFKO p
AGL Fructuosa 1,6 bi-P
Piruvato

Acil CoA graso

Mitocondria EB ¢ o

Acil CoA graso  Beta-oxidacion '
s Acetil-Co

Piruvato

Estrés
oxidativo

Oxaloacetato Citrato me

Malato

Ciclo de Isocitrato
Krebs

Fumarato co,

Alfa-Cetoglutarato
Succinato

Succinil CoA

Figura 9. Mecanismos por los cuales la oxidacion de acidos grasos pueden inhibir la oxidacién de
glucosa (P = Fosfato, PFK = Fosfofructocinasa, PDH = Piruvato Deshidrogenasa) (Jeukendrup et al.,
1998).
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2.4. HIERRO.

Diversos metales de transicion, tales como zinc, hierro, cobre, cobalto y manganeso son
esenciales ya que participan en el control de diversas vias metabdlicas y de
sefalizacion. Sin embargo, su coordinacion quimica y sus propiedades redox son tales
que son capaces de escapar de los mecanismos de control como la homeostasis,
transporte, compartamentalizacion y unidn a tejidos y constituyentes celulares
designados (Figura 10) (Valko et al., 2005). El hierro es un elemento traza de vital
importancia para la vida celular, encontrandose en un estado divalente. Por esta
naturaleza, el hierro puede actuar como un componente redox de proteinas y es, por lo
tanto, vital en los procesos bioldgicos que requieren de transferencia de electrones
como el transporte de oxigeno, fosforilacion oxidativa, biosintesis de DNA vy
metabolismo de xenobioticos. El hierro es un constituyente de importantes proteinas
como, hemoglobina, citocromos, oxigenasas, flavoproteinas y redoxinas. La transicion
del metal participa en la transferencia de electrones a través de la via de reacciones
oxido-reduccion, que resulta en la fluctuacion del hierro entre su estado férrico (Fe 3+) y
estado ferroso (Fe 2+). Esta caracteristica es en gran parte responsable de la
significancia biolégica del hierro. Esa caracteristica del hierro le permite participar en la
produccion de energia por transferencia de electrones, lo que también causa toxicidad
que resulta en un exceso de hierro libre. El hierro es un metal capaz de hacer ciclos
redox en los que un solo electron puede ser aceptado o donado, permitiendo catalizar
reacciones que producen radicales libres y pueden producir especies reactivas de
oxigeno (Mackenzie et al., 2008).

2.4.1 Reaccion de Fenton.

La reaccion de Fenton se produce cuando el hierro ferroso interacciona con peroxido de
hidrogeno, de dicha reaccién se genera radical hidroxilo (Figura 11) en conjunto con
hierro férrico, este ultimo puede volver a interactuar con el superéxido agravando aun
mas los procesos de oxidacion. Estas reacciones, si superan las defensas antioxidantes
enddgenas y exodgenas, condicionaran peroxidacion de lipidos, dafio oxidativo al DNA y

pueden afectar a otras macromoléculas (Valko et al., 2005; Mackenzie et al., 2008).
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Figura 10. Vias de induccioén de estrés oxidativo por metales de transicion (Tomada de Valko et al.,
2005).

Fe(lll) + Oy~ —5 Fe(ll)+ O, (1)

Fe(ll) + H,O, —> Fe(lll) + *OH + OH- (2)

Figura 11. Reaccion de Fenton. 1) Interaccion de hierro férrico con superoxido. 2) Generacién de radical

hidroxilo a través de la reaccion de Fenton (Tomado de Valko et al, 2005).
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2.5. MODELOS PARA EL ESTUDIO DE ESTRES OXIDATIVO.

En la literatura claramente se han propuesto diferentes modelos biolégicos para generar
estrés oxidativo mediante los cuales se busca determinar diferentes sustancias
quimicas que permitan medir la severidad de esta condicion. El desarrollar e
implementar estos modelos en estudios in vitro e in vivo define circunstancias y
condiciones especificas que el autor busca en su estudio. Es importante hacer notar
que muchos modelos emplean sustancias especificas como colesterol puro, acido
colico (acido biliar sintetizado en higado a partir de colesterol), entre otros, para generar
las condiciones que se desean y de esta manera estudiar el comportamiento de otra
sustancia como tratamiento. Wilson et al. (2007) en su modelo animal (ratas Wistar)
estudid el efecto de la dieta tipo occidental, alta en grasa y baja en grasa sobre el
metabolismo de acidos grasos y la disfuncion en la contraccién del corazén y, a su vez,
hacen referencia sobre el estado redox. Asi mismo, refiere tipos de clasificacion de
periodos corto, mediano o intermedio y largo plazo, considerando esta clasificacion,
resulta de importancia ya que permite observar, de una manera mas clara, que el
tiempo o periodo de estudio tiene relevancia en lo que se esta estudiando. Studzinski et
al. (2008) documentaron que una dieta tipo occidental alta en grasa promueve un
numero bien establecido de alteraciones metabdlicas e incrementa la morbilidad. El
efecto mejor descrito a largo plazo incluye incremento en la incidencia de obesidad,
hiperinsulinemia, hiperglucemia, hipertension y enfermedad cardiovascular. La ingesta
de este tipo de dieta se ha relacionado con la alteracién de péptidos circulantes
derivados del tejido adiposo, conocidos como adipocinas, que potencialmente

promueven efectos degenerativos en diferentes sistemas organicos.

Otros estudios han documentado que la dieta alta en grasa promueve de forma
degenerativa alteraciones bioquimicas en varios tejidos. De forma particular Diniz et al.
(2004) y Rocha et al. (2009) vincularon la dieta alta en grasa con un incremento en la
produccion de ERO que llevan a estrés oxidativo, oxidacion de proteinas y peroxidaciéon
de lipidos. Ambos formularon la dieta alta en grasa utilizando aceite de soya, sacarosa,
colesterol y acido cdlico en 1000 g de alimento estandar. Balkan et al. (2004) reportaron
en su estudio un modelo de dieta alta en colesterol para estudiar el efecto sobre el perfil
de lipidos y la generacidn de estrés oxidativo en plasma, higado y aorta. Dicha
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investigacion fue desarrollada en conejos Nueva Zelanda y ratas Wistar (machos). Para
los conejos, se reportd que estos son mas susceptibles (p < 0.001) a presentar
alteraciones en el estado redox, alteraciones en los niveles séricos de lipidos. En las
ratas, a pesar de encontrar alteraciones con las mismas condiciones, presentaron una
significancia baja (p < 0.05) en la mayoria de las variables contempladas, por tal
consideracion este modelo animal es mas resistente al estrés oxidativo, a alteraciones
en los lipidos. Es de importancia resaltar que, contrario a lo esperado y por los
resultados obtenidos por los autores, la enzima antioxidante SOD mantiene
concentraciones muy similares a nivel hepatico, cuando se estudiaron ratas machos
Wistar. Silva et al. (2008) realizaron un estudio en el cual se empled una dieta a la que
llamo hiperlipidémica debido a que contenia como ingrediente extra o afadido al
colesterol como agente lipidico, practicamente con una densidad energética muy similar
a la del grupo control (4084 kJ/kg y 4064 kJ/kg, respectivamente). Junto con este tipo
de dieta, se empled sobre carga de hierro en dosis no toxicas para investigar el efecto
histolégico sobre el tejido hepatico, sobre perfiles séricos de lipidos y nivel sérico de
glucosa. Sobre el efecto histolégico en el higado reporté la presencia de esteatosis
hepatica sobre todo en el grupo hiperlipidémico y en menor medida en el grupo
hiperlipidémico con administracion de hierro. En cuanto a los niveles séricos de
triglicéridos estos se aumentaron con la administracién de hierro, no asi para los niveles
séricos de glucosa y hemoglobina glucosilada que presentaron una reduccion con la
administraciéon de hierro independientemente del tipo de dieta que se les haya

administrado.
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lll. JUSTIFICACION.

Las enfermedades cronico-degenerativas han presentado un aumento considerable en
las ultimas décadas. Tienen como factores de riesgo, la exposicion a contaminantes
ambientales, la radiacion, la predisposicidn genética, los estilos de vida, los habitos de
alimentacion, entres otros. En particular, la dieta hipercaldrica resulta en alteraciones
metabdlicas que condicionan un desequilibrio homeostatico redox. Este desequilibrio se
ve afectado por la deficiencia de antioxidantes endégenos y exdgenos, asi como por el
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de
nitrégeno resultado de la demanda de O, en el metabolismo celular. La alta reactividad
de estas especies generan inflamacion, que a su vez aumenta la produccion de
citocinas inflamatorias (TNFo, IL1, IL6), dafian a biomoléculas (ADN, proteinas, lipidos)
y mecanismos de sefializacion, proceso quimico conocido como estrés oxidativo, lo que

lleva al desarrollo de enfermedades que comprometen la calidad de vida.

En la alimentacion se han identificado a los hidratos de carbono simples (azucares) y
grasas como factores responsables de generar mayor estrés oxidativo y alteraciones
metabodlicas como obesidad, hiperglucemia, dislipidemia, resistencia a insulina, entre
otras. Las alteraciones metabdlicas mantenidas (largo plazo), contribuyen a la
generacion de radicales libres, especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de
nitrogeno y por consiguiente estrés oxidativo, promoviendo la aparicion de
enfermedades cronico degenerativas. La presente investigacion tiene como finalidad
formular una dieta hipercalérica y determinar la importancia de la administracién de
hierro como modelo de estrés oxidativo, con ingredientes similares a los utilizados por
los seres humanos con la finalidad de evaluar el impacto sobre especies reactivas de
oxigeno, enzimas antioxidantes, peroxidacion de lipidos y su efecto metabdlico, que
proporcione mas evidencia cientifica de la interrelacién en la triada alimentacion —

estrés oxidativo - enfermedad.
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IV. HIPOTESIS.

La dieta hipercalorica per se y en combinacion con la administracion de hierro
condiciona a un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que

conlleva a alteraciones del sistema de defensa antioxidante generando estrés oxidativo.
V. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Evaluar un modelo de dieta hipercaldérica en combinacidn con hierro en animales de
experimentacion como inductor de alteraciones metabdlicas y generador de estrés

oxidativo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Formular un modelo de dieta hipercaldrica con una mezcla de ingredientes de facil
disponibilidad que genere condiciones propicias para alteraciones metabdlicas y

permita inducir estrés oxidativo.

2. Evaluar el modelo en combinaciéon con la administracion intraperitoneal de hierro

dextran, como un inductor de estrés oxidativo.

3. Determinar niveles séricos de glucosa, colesterol total, triglicéridos y cantidad de

grasa visceral como parametros de alteraciones metabdlicas.

4. Determinar especies reactivas de oxigeno (H20), enzimas antioxidantes (SOD, CAT)

y peroxidacion de lipidos (MDA) como marcadores de estrés oxidativo.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseno experimental.

Se emplearon 25 ratas hembra de la cepa Wistar, de 6 semanas de edad que se
mantuvieron a 22 + 3° C, humedad relativa de 60 + 5% y ciclos de 12 horas de luz-
oscuridad. Los animales se mantuvieron en jaulas individuales y se manejaron de
acuerdo a la norma oficial mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y se les proporcioné agua
ad libitum. Los animales fueron divididos en dos grupos de forma aleatoria conforme a
su peso inicial y distribucién normal. Grupo 1, con peso promedio de 262 + 23.05 y
alimentado ad libitum con Dieta Estandar (DE) y Grupo 2, con peso promedio de 262.5
+ 21.57 y alimentado ad libitum con Dieta hipercaldrica (DH) durante 12 semanas. En la
ultima semana se procedid a subdividir ambos grupos para administracion
intraperitoneal de hierro dextran, donde: 1er. subgrupo (DE) = Dieta estandar con
administraciéon de solucién salina, 2do. subgrupo (DEFe) = Dieta estandar con
administracién de hierro dextran, 3er. subgrupo (DH) = Dieta alta en grasa con
administracién de solucién salina y 4to. subgrupo (DHFe) = Dieta alta en grasa con
administracién de hierro. Las dosis de hierro dextran fueron de10, 25 y 50 mg/kg de
peso durante el dia 5, 3 y 1 antes del sacrificio respectivamente (El-Hafidi y Banos,
1997). Durante el estudio se registré el consumo de alimento 2 veces por semana para
determinar la ingesta energética (promedio del consumo diario X energia dietaria
metabolizable). El peso corporal se registré semanalmente y se utilizé6 para determinar
el area superficial corporal (g°’) = peso corporal final %’ (Rocha et al., 2009). En la

Figura 12 se muestra un esquema del disefio experimental.

Se emplearon 2 tipos de dieta basados en el alimento para roedores del proveedor
Laboratory Rodent Diet 5001. Para la preparacion de la DH se moli6 dieta estandar del
mismo proveedor utilizando un molino Thomas Scientific ™ 800-345-2100, Modelo
3575-E15 a 1 micra de diametro y se mezclaron 81 g de dieta estandar molida con 10 g
de sacarosa, y 9 g de aceite hidrogenado comercial, procediéndose a preparar pellets

por extrusion (Extrusor en frio, de modo tornillo TA 6/D, Didacta ltalia, D45TE).
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%100 9. de alimento. Ratas wistar hembra +Laboratory Rodent Diet 5001 (81 g)
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(N=25) »Sacarosa(10g.).
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DE(n=7) DEFe (n=6) Subdivision de grupos DHFe(n =6)
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10,25, 50 mgkg
Sacrificio por decapitacion
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Extraccion de grasa;
Epiplon
Perirrenal
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Higado Pesos
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Figura 12. Diseio experimental para el estudio del modelo de estrés oxidativo en ratas Wistar a
partir de una dieta hipercaldrica.
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6.2 Analisis Quimico Proximal

Se realizdé un analisis quimico proximal para determinar los valores finales de los
componentes de la dieta de acuerdo a los métodos oficiales de la AOAC International

(Association of Official Agricultural Chemists International).

a) Determinacion de humedad y materia seca.

Esta determinacion se realizé siguiendo el método AOAC 930.15. Después de pesar las
muestras (20 g) se colocaron en una charola de aluminio y se secaron por 24 h en la
estufa de desecacion con aire forzado a una temperatura constante de 65° C. Pasado el
tiempo se retiraron de la estufa y se colocaron en un desecador durante 1 h.
Posteriormente se registraron los pesos y se obtuvo el % de humedad mediante la

siguiente ecuacion:

% Humedad = 100 - | Peso de la muestra seca x 100

Peso de la muestra inicial, g

% H = (A-B) x 100 % MS =100- % H
M

Dénde:

A= peso charola + muestra humeda, (g).

B= peso charola + muestra seca, (g).

M= peso muestra inicial, (g)

MS = Materia Seca.

Los resultados se calcularon y se presentan como porcentaje de humedad y materia
seca.

b) Determinacién de cenizas.
Para la determinacién de cenizas se siguié el método AOAC 942.05. Brevemente, se

pesaron 3 g de muestra para cada repeticidon, posteriormente se colocaron en crisoles

de porcelana previamente puestos a peso contante. Las muestras fueron calcinadas en
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la mufla a una temperatura de 550° C por 12 h hasta tener cenizas grises. Transcurrido
el tiempo, los crisoles se sacaron de la mufla y se colocaron en la estufa de secado
para enfriarlos durante 30 min. Después se colocaron en el desecador alrededor de 2 h
y se registraron los pesos. El porcentaje de cenizas se calculé aplicando la siguiente

formula:

% Cenizas= (A_- B) x100
M

Dénde:

A= peso del crisol + cenizas, (g).

B= peso del crisol a peso contante, (g).
M= peso de la muestra inicial, (g)

c) Determinacion de fibra cruda

La determinacion de fibra cruda se determiné por el método 962.09 de la AOAC. 1990.
La fibra cruda esta constituida por la fraccion de materia organica que queda después
de digerir la muestra con acido sulfurico y e hidroxido de sodio bajo condiciones
controladas. Esta fraccion esta formada principalmente por celulosa, cutina y parte de la
lignina presentes en la muestra. La fibra se pierde en la ignicion del residuo seco

remanente después de la digestidon de la muestra.

Se pesaron 2 g de muestra, con una exactitud de 0.1 mg y se transfiri6 en un matraz
para calentamiento a reflujo, en otro matraz para blanco se agregaron 2.0 g de fibra
ceramica, a ambos matraces se les puso 200 mL de H2SO4 0.255 N hirviendo, gotas de
antiespumante y perlas de vidrio, se conecto el aparato de calentamiento a reflujo y se
dejo hervir rotando el matraz periédicamente durante 30 min, después de esto se
desmontd el equipo y se filtré a través de un embudo Buchner. El filtrado se lavé con 75
mL de agua hirviendo. Se retorn6 el residuo al aparato de calentamiento a reflujo y se
hirvi6 nuevamente por 30 min, rotando el matraz periédicamente, posteriormente se
lavd con 25 mL de H2S04 0.255 N hirviendo y 3 porciones de 50 mL de agua hirviendo y
con 25 mL de etanol al 95%. El residuo se removid y se transfiri6 a un crisol
previamente pesado. Se secod en la estufa a 130 + 2 °C por 2 h, se enfrio en el
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desecador y se peso. Posteriormente se incineré por 30 min a 600 + 15 °C, se enfrié en

el desecador y se peso. Los resultados se expresaron de la siguiente manera:

% Fibra cruda en muestra molida = C = (Pérdida de peso en la incineracion — pérdida

de peso del blanco de fibra ceramica) x 100/ peso de la muestra.

%Fibra cruda (base humeda) = C x 100 - % Humedad muestra original.
100

Se realizdé la prueba por duplicado, se promediaron los valores obtenidos y se
expresaron los resultados con dos decimales, se cuido que la variacion entre los

valores obtenidos en las dos pruebas no fuera superior al 5%.
d) Obtencion del extracto etéreo (contenido de grasa)

La determinacion del extracto etéreo se realizo siguiendo el método de la AOAC
920.39. Esta determinacion usa el método Soxhlet que utiliza un sistema de extraccion

ciclica de los componentes solubles en éter que se encuentran en el alimento.

Una vez pesadas las muestras (3 g), se transfirieron a los cartuchos y se colocaron en
el extractor Soxhlet. En la parte inferior se ajustaron los vasos recolectores del extractor
previamente llevados a peso constante. Se puso en calentamiento la parrilla y se coloco
el refrigerante para condensar el éter. Se anadieron 80 mL de éter por el extremo
superior para obtener las descargas, la extraccion se efectud por 4 h. Al transcurrir este
tiempo se retiraron los vasos y se dejaron en una campana de extraccion hasta que se
evaporo el éter restante, posteriormente se metieron en la estufa por 3 h a 100° C.
Finalmente se colocaron en el desecador para después registrar el peso. Los resultados

fueron calculados con la siguiente formula:

% extracto etéreo = (A - B) x 100
M

Dodnde:
A = peso del vaso con residuo lipidico, (g).

B = peso constante del vaso, (g).
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M= peso de la muestra, (g).
Los resultados se presentan como porcentaje de extracto etéreo.

e) Determinacion de proteina (N x6.25)

La proteina se determino con el método AOAC 2001.11. EI método también es llamado
Kjeldahl. Esta técnica se basa en que las proteinas y demas materia organica, son
oxidados por el acido sulfurico, ahadiéndose sulfato de sodio como catalizador y
aumentar la temperatura de la mezcla y de esta manera acelerar la reaccion, fijandose
el nitrogeno, en forma de sulfato de amonio (NH4),SO4. Esta sal se hace reaccionar con
una base fuerte desprendiéndose amoniaco (NHs), que se destila y se recibe en un
volumen conocido de acido bdrico (H3BOj3). Por titulacion del acido se calcula la
cantidad de NH3 conociéndose de esta manera la cantidad de nitrogeno contenido en la
muestra que multiplicado por el factor de conversion (6.25) resulta en la cantidad de

proteina cruda o bruta.

Se tomaron por triplicado 2.0 g de muestra y se colocaron en tubos Kjeldahl
agregandose 25 mL de acido sulfurico al 97% y 2 pastillas de la mezcla digestora (1000
Kjeltabs Cu/3.5) para iniciar la digestion (liquido oscuro). Los matraces se colocaron
sobre las parrillas de calentamiento y después de 45 min cuando el liquido tomé una

coloracién verde claro se retird de la parrilla y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Para realizar la destilacion se midieron 50 mL de acido bdrico al 2% con 3 gotas de rojo
de metilo en un matraz Erlenmeyer y éste se colocé en la terminal del refrigerante de la
unidad de destilacién, para recibir el amoniaco. En este punto se agregd hidroxido de
sodio al 50% al tubo Kjeldahl y se colocé inmediatamente en la unidad de destilacidon
hasta destilar aproximadamente 150 mL. Se titul6 con una solucién de acido sulfurico
0.1N hasta que se produjo el cambio de color amarillo a rosa tenue. Los calculos para

obtener el porcentaje de nitrégeno se realizaron aplicando la siguiente ecuacion:

% Nitrogeno = (A -B) x C x N x 100
M
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Donde:

A= mL de H,SO, gastados de la muestra problema

B= mL de H,SO,4 gastados del blanco.

C= miliequivalentes de nitrégeno (0.014).

N= Normalidad del acido H2SO4.

M= peso de la muestra, (g).

% de proteina cruda o bruta = % Nitrogeno x factor de conversion (6.25).

Los resultados se presentaron en % de proteina.

En el Cuadro 1 se muestra la composicién proximal de las dietas en donde se observa

que la DH contuvo un aporte energético 13% mayor respecto a la DE.

Cuadro 1. Analisis proximal de las dietas experimentales (valores por 100 g).

Ingredientes Dieta Estandar (DE) Dieta Hipercalérica (DH)
Materia seca 93.8 % 95.4 %
% Energia aportada % Energia aportada
(kCal) (kCal)
Carbohidratos 43.5 174 39.1* 156.4
Proteina cruda 25 100 23.3 93.2
Grasa 6 54 13.6** 122.4
Fibra 18.2 NA 18.3 NA
Cenizas 7.3 NA 5.7 NA
Total 100 100
Energia 3.28 328 3.72 372
metabolizable
(kCal/g)

* Adicion de sacarosa (10 g)
**Adicion de aceite hidrogenado comercial (9 g)
NA: No aplica

6.3 Sacrificio y toma muestras.

Al terminar el periodo experimental los animales se sometieron a 12 horas de ayuno
para posteriormente ser sacrificados por decapitacion. La sangre se colecté del tronco y

se colocd en tubos de centrifuga sin anticoagulante (tipo de tubos) para centrifugar a
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3000 rpm por 7 min, recuperando el suero con cuidado para evitar la hemdlisis y se
almacend a -80° C hasta su uso. Después del sacrificio y recoleccidn de sangre se
procedi6é a la diseccion de donde se extrajo tejido graso (epiplon, perirrenal) y érganos
(corazon, higado y rifidn) para determinar el peso y caracteristicas fisiolégicas post-

mortem.

6.4 Determinaciones en suero.

El suero se empled para determinacion de parametros metabdlicos: triglicéridos
(Elitech, TGML-0517), colesterol total (Elitech CHSL-0507) y marcadores de estrés
oxidativo: peroxido de hidrégeno (BioVision, Hydrogen Peroxide Assay Kit, Catalog No
K265-200), malondialdehido (TBARS Assay Kit, Catalog No. 10009055, Probiotek,
Cayman Chemical Co.) y marcadores de defensa antioxidante: superoxido dismutasa
SOD (Superoxide Dismutase Assay Kit, Catalog No. 706002, Probiotek, Cayman
Chemical Co.) y catalasa (Catalase Assay Kit, Catalog No. 707002, Probiotek, Cayman
Chemical Co.).

6.5 Analisis estadistico.

Los datos se presentan en media + desviacion estandar. Se utilizé el programa
estadistico SPSS version 17 y los resultados se analizaron mediante comparacion de
medias utilizando una Prueba T, (p<0.05), ANOVA para la comparacion entre
tratamientos (Tukey, p<0.05) y para la comparacion entre cada tratamiento y el control
(Dunnett, p<0.05).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Ganancia de peso y consumo de alimento.

Se incluyeron 25 ratas para el estudio de caracteristicas homogéneas en peso, se
observo que el tipo de dieta administrada no tuvo un impacto significativo en el peso
corporal final, por tal razén, la ganancia de peso durante el estudio fue similar para
ambos grupos. Con respecto al consumo de alimento, se observé que la administracion
de dieta estandar condiciond a que los animales del grupo control (DE) comieran mas
alimento en comparacién con los alimentados con dieta hipercalérica (p = 0.008). Sin
embargo, la ingesta energética (kCal) y el area de superficie corporal no mostraron

diferencias significativas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los animales alimentados con dieta
estandar vs dieta hipercalérica durante el estudio.

Parametros Grupos
(n=13) (n=12)
DE DH
Peso corporal inicial (g) 104.04 + 14.39 107.00 £ 16.72
Peso corporal final (g) 197.73 £ 12.58 206.13 £ 14.12
Ganancia de peso (g) 93.69 + 17.30 99.13 + 24.81
Consumo de alimento (g/kg/dia) 14.16 + 1.38* 12.29 +1.71*
Ingesta de energia (Kcal/kg/dia) 42.75+4.16 46.47 £ 6.47
Area superficial corporal (g*) 36.53 £ 4.67 37.25+4.80

Los datos se presentan en media + desviacion estandar, para el grupo de Dieta Estandar (DE) con una n = 13 vs para el grupo de
Dieta Hipercaldrica (DH) con una n = 12.
* Significancia estadistica significativa (g/kg/dia) del grupo de DE vs DH, Prueba T, p < 0.008.

a) Peso corporal

La administracion de la DE y de la DH inici6 a las 8 semanas de edad de los animales.
A esta edad las ratas Wistar se encuentran en etapa de crecimiento, desarrollo y por lo

tanto incrementan su peso corporal.

Al evaluar el peso corporal de los animales con respecto al tipo de dieta administrada
durante 12 semanas de intervencién, se observo que la ganancia de peso se comportd
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de manera muy similar en ambos grupos desde el inicio hasta el término del
experimento. Sin embargo, se aprecia en el comportamiento que los animales
alimentados con DH presentaron una tendencia en el aumento del peso corporal del
4.076 % con respecto al grupo control al término del estudio, sin representar alguna

significancia estadistica (Figura 13).

Se ha reportado que la alimentacién en animales de experimentacién con dietas de alta
densidad energética condiciona aumento en los depdsitos de grasa y por consiguiente
una ganancia importante de peso (Bartolomucci et al., 2009; Wilson et al., 2007; Diniz et
al.,, 2004). Sin embargo, se han reportado resultados similares al encontrado en el
presente estudio sobre la ganancia de peso corporal (sobre todo en periodos cortos)
donde se observa que, independientemente del tipo de dieta con la que se alimenta al
animal, el peso se mantiene. Este patron se ha observado en un periodo de estudio de
45 dias (Rocha et al, 2009) y en otro periodo de estudio de 18 — 20 semanas (El-Hafidi
y Banos, 1997). Wilson et al. (2007) en su estudio refiere una clasificacion de periodos,
donde, un periodo inmediato va de 1 dia a una semana, un periodo corto es de 4 a 8
semanas, un periodo intermedio es de 16 a 24 semanas y un periodo largo es de 32 a
48 semanas. Este estudio, tendria una clasificacion entre corto a intermedio,
compartiendo esta caracteristica con el estudio de Rocha et al., y con el estudio de El-
Hafidi y Banos por tal motivo, el patron de comportamiento del peso corporal fue similar
a lo reportado por estos dos autores. Si se considera el tiempo, este ultimo parece ser
el factor que determina una ganancia significativa sobre el peso corporal cuando se
emplea una dieta hipercaldrica (tipo occidental o alta en grasa) en comparacion con
dietas bajas en grasa, ya que se reporta una ganancia de peso del 30% con una

diferencia significativa (p = 0.001) a un tiempo de 48 semanas (Wilson et al., 2007).

b) Consumo de alimento

Respecto a la ingestién de alimento, durante la semana previa a la administracion de
dieta hipercaldrica se alimentdé a los animales con dieta estandar, siendo la misma
cantidad de consumo neto para ambos grupos. Una vez que se administré la dieta
hipercaldrica se observaron diferencias en el consumo de alimento, con tendencia a

menor cantidad para el grupo DH con respecto al grupo control.
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Figura 13. Comportamiento y ganancia de peso corporal, en animales alimentados con dieta
estandar vs dieta hipercalérica durante 12 semanas de intervencién. El comportamiento en el peso
presenta una ligera tendencia del 4.076 % de mayor ganancia en los animales alimentados con dieta

hipercaldrica, sin diferencia estadistica significativa.

La densidad energética de la dieta hipercalérica modifico el consumo de alimento en las
ratas, donde se observdé una relacion inversa. El grupo alimentado con dieta
hipercaldrica tuvo el menor consumo de alimento y fue significativo en comparacién con
el control (DE) durante las 9 semanas de intervencion (*p < 0.008). Al realizar un
analisis mas detallado, se presentdé mayor diferencia estadistica significativa (**p =
0.0001) para el consumo de alimento entre los grupos, durante las semanas 3 -5y 8 —

10 de intervencion (Figura 14).

Para tratar de establecer el impacto del consumo de alimento se calculé la ingesta de
energia metabolizable de cada tipo de dieta durante las 12 semanas de intervencion.
Se observd que el patron para el consumo de alimento no fue el mismo que para la
ingesta de energia ya que, a pesar de que los animales alimentados con DE
consumieron mas alimento, la energia metabolizable presenté una tendencia a
aumentar, principalmente en las semanas 1, 2, 4, 7 y 12 (*p = 0.01) cuando se

alimentaron con DH (Figura 15).
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Figura 14. Analisis del consumo de alimento en ratas Wistar alimentadas con DE vs DH. Se
muestra el consumo promedio de alimento en gramos por semana para ambos grupos durante el periodo
de estudio. *Diferencia significativa durante las 12 semanas (*Prueba T, p<0.008) y diferencia significativa
(**Prueba T, 0.0001) en las semanas de mayor consumo.
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Figura 15. Ingesta de energia en ratas Wistar alimentadas con DE vs DH. Se muestra la ingesta
energética en kilocalorias por semana de acuerdo a la energia metabolizable para cada dieta. *Diferencia
estadistica significativa (Prueba T, p<0.01) cuando hubo mayor ingesta energética en el grupo de la dieta
hipercaldrica.
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La variacién en la ingesta de energia conduce a suponer que la tendencia en el
aumento de peso corporal del 4.076% en el grupo que fue alimentado con DH, se debe
a este factor. Esta tendencia se observé en otros estudios cuando se emplearon dietas
con una densidad de energia similar (3.41 kCal/g) (Rocha et al., 2009) a la empleada en
este estudio, en donde se comparé con una dieta control (2.75 kCal/g), encontrando
que animales alimentados con la dieta alta en grasa presentaron una ingesta de

energia mayor.

En un estudio donde se observd un aumento de peso en periodo intermedio, la
densidad energética de la dieta alta en grasa en promedio fue de 5.25 kCal/g (Diniz et
al., 2004), superior en un 39% a la densidad energética empleada en el presente
estudio. En otro estudio con un periodo largo se emplearon 3 tipos de dieta, una similar
a la estandar, otra con 45% de grasa y por ultimo una con 60% de grasa, reportando
que las dietas de alta densidad energética, con 45 y 60 % de grasa, tuvieron un impacto
significativo sobre la ganancia de peso corporal y el peso al final del estudio en

comparacion con la dieta con 10% de grasa (Wilson et al., 2007).

La densidad energética parece ser el punto clave que determina la cantidad de alimento
a ingerir. Este fendbmeno se atribuye a que los animales son capaces de ajustar su
ingesta caldrica de acuerdo al contenido energético, aunque esta hipotesis es
considerada controversial (Martinez et al., 2006). Se ha reportado que la ingesta de
energia en los animales de experimentacidén disminuye de manera voluntaria cuando la
alimentacién o el tipo de dieta empleada esta suplementado con grasa (Diniz et al.,
2004). Lo anterior repercute en la ganancia de peso corporal y por consiguiente en el
peso al final del estudio, donde diversos factores (hipofagia, densidad energética, entre

otros) pueden contribuir a patrones diferentes en la ingesta de alimento.
7.2 Grasa visceral y 6rganos.

Los cambios en la acumulacion de masa grasa visceral (epipldn, perirrenal) y la
modificaciéon de peso en los 6rganos (corazén, higado, rifdn) se muestran en el Cuadro
3. En la Figura 16 se muestra el comportamiento que se observé con respecto a valores

ajustados al grupo control.
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Cuadro 3. Pesos de grasa y 6rganos de ratas alimentadas con DE y dieta DH

durante 12 semanas.

, \ . . Dieta .
Parametro Dieta Estandar DE con Hierro Hi ercilérica DH con Hierro
Peso relativo™* (DE) (DEFe) P (DHFe)

(DH)
Grasa
Epipl(’)n 0.0047 £ 0.0007 0.0067 £ 0.0029 0.0079* + 0.0024 0.0056 £ 0.0018
Perirrenal 0.0182 £ 0.0094 0.0222 £ 0.0115 0.0207 £ 0.0050 0.0229 £ 0.0131
Organo
Corazon 0.0037 £ 0.0007 0.0031 £ 0.0008 0.0037 £ 0.0006 0.0037 £ 0.0008
Hl'gado 0.0303 £ 0.0015 0.0336 + 0.0046 0.0265 + 0.0023 0.0290* + 0.0028
RiAéN 0.0081 + 0.0008 0.0067 + 0.0006 0.0065* + 0.0005 0.0068 + 0.0008

Los datos se presentan en media + desviacion estandar.

** Peso relativo = Peso de grasa u 6rgano (g) entre peso final del animal (g).
*Diferencia estadistica significativa (ANOVA, p < 0.05) entre grasa y 6rganos de cada grupo.
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Figura 16. Diferencia de pesos ajustados a los controles para grasa visceral y érganos entre los
diferentes grupos.

b*, *, a*: ANOVA: Epiplén, p = 0.003; Higado, p = 0.018; Rifién, p = 0.003 respectivamente.
** Peso ajustado: (Peso relativo de grasa y 6rganos del grupo de dieta hipercalérica, dieta hipercaldrica
con hierro) entre (peso promedio de grasa y érganos del grupo de dieta estandar y dieta estandar con

hierro).
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La ingesta de alimento se modifico de acuerdo a la densidad de energia en la dieta,
donde se observo que en algunas semanas la ingesta energética fue mayor en el grupo
alimentado con DH. La carga energética se relaciona con incremento de grasa,
principalmente visceral. Los animales alimentados con DH presentaron un aumento
significativo (p < 0.05) en la ganancia de tejido adiposo a nivel de epiplon con respecto
a los demas subgrupos. La ganancia de grasa afecta de manera positiva el peso
corporal final sin embargo, a pesar de encontrar diferencia estadistica significativa en el
contenido de grasa de epiplon, ésta no tuvo un efecto de relevancia sobre el peso
corporal final. Este comportamiento concuerda con lo documentado por Wilson et al.
(2007) donde no se observaron cambios relevantes en periodos de estudio con un
tiempo menor a 16 semanas de experimentacién. Cabe sefalar que en el subgrupo de
DHFe, la ganancia de grasa de epipldn estuvo por debajo de los demas subgrupos, a
pesar de no presentar diferencia estadistica significativa. Esta reduccion concuerda con
lo reportado respecto al efecto lipolitico del hierro, lo que pudo provocar disminucion de

tejido adiposo (Rumberger et al., 2004) y menor acumulacion de grasa visceral.

En el caso de los érganos, el peso del higado fue inferior en animales que fueron
alimentados con DH, sobre todo en presencia de hierro (p = 0.018). El peso del rindn se
comportdé muy similar entre subgrupos, a excepcion del subgrupo alimentado con DH en
cual se observé una disminucién (p = 0.003). La disminucion de peso del higado es un
proceso que no esta claro sin embargo, es probable que pueda tener relacion con el
estado de estrés oxidativo, ya que el higado es el encargo de metabolizar al hierro y la
sobre carga de hierro pueda ejercer un efecto negativo en dicho érgano. Los efectos
negativos sobre el peso de higado y rifiones son contrarios a los esperados y sera

necesario continuar estudiando estas respuestas.

Los resultados sugieren que la alimentacion con DH, bajo las condiciones
experimentales del presente estudio, favorecieron la acumulacién de grasa visceral en
epiplén, asi como un incremento modesto de peso que, aunque no significativo
estadisticamente. Ambos eventos pueden ser el inicio de un proceso fisioldgico
parecido a la obesidad en seres humanos. La alimentacién con DHFe parece tener un

efecto lipolitico sobre el tejido adiposo y es probable que afecte el desarrollo del higado.
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7.3 Parametros metabdlicos.

Los datos del presente estudio reflejan un cambio estadistico significativo sobre los
niveles séricos de glucosa (p<0.05) cuando se administré DH (Cuadro 4). Por su parte,
los niveles séricos de glucosa disminuyeron con la DHFe, comportamiento metabdlico
que no esta claro. Cabe sefialar que a pesar de no presentar cambios estadisticos
significativos, los valores séricos de triglicéridos presentaron un incremento de
aproximadamente 25% cuando se administré hierro, siendo independiente al tipo de
dieta empleada (Figura 17). Lo anterior sugiere que este incremento se debe a al efecto
lipolitico del hierro (Rumberger et al., 2004) con el respectivo aumento de triglicéridos a
nivel sérico. La alimentacion alta en grasa promueve sintesis de colesterol pero ésta no
estimula la secrecion de triglicéridos y, en consecuencia, los esteres de colesterol y
triglicéridos se acumulan en el higado de animales alimentados con la dieta alta en
grasa. Rennison et al. (2009) reportaron en su investigacion un comportamiento similar
sobre los niveles séricos de triglicéridos al no ser alterados sin embargo, encontraron

una diferencia significativa de éstos al acumularse en el tejido cardiaco.

Cuadro 4. Parametros metabolicos de animales alimentados con dieta estandar vs
alimentados con dieta hipercalérica.

Parametros Dieta Estandar DE con Hierro Dieta DH con Hierro

Metabdlicos (DE) (DEFe) Hipercalérica (DHFe)
(mg/dL) (DH)

Glucosa 93.92 +9.73 91.90 + 11.36 104.56 + 5.97* 80.48 + 9.41

Colesterol 4195+ 10.34 48.88 + 12.33 46.57 + 13.84 42 14 + 8.48

Triglicéridos 40.59 + 14.47 51.86 + 14.92 37.84 + 8.55 46.08 + 19.82

* Los niveles séricos de glucosa se incrementaron significativamente en el subgrupo alimentado
con dieta hipercalérica (ANOVA, p<0.05).

La mayoria de las alteraciones metabdlicas son silenciosas (Rocha et al., 2009) y tienen
una repercusion degenerativa a largo plazo (Actis y Rebolledo, 2000). La evidencia
obtenida en este estudio vincula a la DH con alteraciones metabdlicas modestas: 1)
niveles séricos de glucosa elevados, 2) aumento de tejido graso visceral a nivel de

epiplén y 3) ligero incremento de peso corporal. Al tomarse en cuenta lo reportado por
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Rocha et al., 2009, los niveles séricos de triglicéridos pueden ir incrementandose segun
sea la exposicion al tipo de alimentacion, en este caso, a la DH y pasar inadvertidos si
no se tiene una evaluacién perioddica de estos parametros. Otros reportes (Oosterveer
et al., 2009; Rennison et al., 2009) muestran que el colesterol, pero sobre todo
triglicéridos, tienden a acumularse en tejidos (hepatico y cardiaco) lo que predispone a
estos organos a un efecto degenerativo sobre su funcion, principalmente a largo plazo.
Es probable que se requiera un mayor tiempo de exposicion a la DH para observar los

efectos de la grasa sobre los parametros lipidicos estudiados.
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Figura 17. Valores séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos. La alimentacién a base de dieta
hipercaldrica durante las 12 semanas de estudio modifica significativamente los niveles séricos de
glucosa (ANOVA, p<0.05)

7.4 Marcadores de estrés oxidativo.

Los marcadores de estrés oxidativo, presentaron algunas variaciones significativas,

sobre todo cuando las muestras sanguineas contenian hierro dextran.
a) Superodxido dismutasa.

La actividad enzimatica de la SOD sérica presentd un decremento importante en

presencia de hierro (p<0.05) independientemente del tipo de dieta empleada. El
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comportamiento de la enzima, en el caso de los subgrupos, a los que se les administro
solucion salina (Figura 18) fue muy parejo. La diferencia significativa sugiere que el
exceso hierro tiene un efecto directo, al inhibir su sintesis y actividad de la enzima SOD
(Hernandez, 2003) y, en este caso, el resultado observado probablemente esté
relacionado con dicho evento. Probablemente la sobrecarga de hierro provocé la
formacion de radical hidroxilo mediante la reaccién de Fenton ademas de inhibir la
sintesis y actividad enzimatica de la superéxido dismutasa, lo que repercute en un

aumento en los niveles séricos de malondialdehido (Valko et al., 2005).
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Figura 18. Niveles séricos de la actividad enzimatica de la superéxido dismutasa en ausencia o
presencia de hierro en ratas alimentadas con DE y DH. *Diferencia estadistica significativa con
respecto a su contraparte (solucion salina vs hierro) (p<0.05)

b) Peréxido de hidrégeno.

Dado que la funciéon enzimatica de la SOD es la dismutacion del superoxido a perdxido
de hidrogeno, se esperaria un aumento importante de este ultimo. Sin embargo, en 3 de
los 4 subgrupos los niveles séricos de H,O, se mantuvo en concentraciones bajas. El
subgrupo alimentado con DH en ausencia de hierro presentd altos niveles séricos de
peroxido de hidrogeno (p<0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Niveles séricos de perdxido de hidrégeno en ausencia o presencia de hierro en
animales alimentados con dieta estandar y dieta hipercalérica. Diferencia estadistica significativa
respecto a los subgrupos DE, DEFe y DHFe (p<0.05).

Los niveles de perdxido de hidrogeno disminuidos en los grupos DEFe y DHFe pueden
estar relacionados directamente a la inhibicion de la SOD ya que el hierro puede
promover reacciones directas con el peroxido de hidrogeno generando radicales
superoéxido, lo que también contribuye a disminuir la funcién enzimatica de la SOD y a
su vez disminuye la cantidad de perdéxido de hidrogeno existente. Ademas, el hierro
cataliza al superoxido de manera directa formando radical hidroxilo y de esta manera se

evita la sintesis de SOD y la formacion de perdxido de hidrogeno (Valko et al., 2005).

Estd documentado que con una dieta con alta densidad energética, una de sus
principales consecuencias es el aumento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno y radicales libres (Diniz et al., 2004). El peréxido de hidrogeno no se considera
una especie reactiva de oxigeno, pero contribuye a generar estrés oxidativo por estar
considerado como radical libre. Tales consideraciones concuerdan con los resultados
obtenidos en el presente estudio, donde el grupo alimentado con DH presenta mayores
niveles de H,O, lo que a la larga llevaria a mayor producciéon de radical hidroxilo. La
produccion de radical hidroxilo se hace mas evidente cuando el peréxido de hidrogeno
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se combina con un catalizador, en este caso la administracién de hierro, que a través
de la reaccién de Fenton, permite la formacion de radical hidroxilo y por consiguiente

peroxidacion de lipidos (El-Hafidi y Bafos., 1997).

c) Catalasa.

Los niveles séricos de la actividad enzimatica de la catalasa entre los diferentes grupos
mostraron un comportamiento muy similar (Figura 20). La catalasa es una de las
principales enzimas antioxidantes de tipo endégeno (Hazra et al., 2008; Kuwabara et
al., 2008), por consiguiente se ha considerado como un importante regulador de estrés
oxidativo debido, principalmente, a que es muy eficiente para catalizar la conversion de
peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno (Bonini et al., 2007; D’souza et al., 2008).
Tiene un papel central en la defensa antioxidante, sobre todo de radicales libres
generados a través de vias metabdlicas, principal destino de la alimentacion. Al tener
una fuerte relacion con el metabolismo, refuerza que una alimentacion con alta
densidad energética, sobre todo el exceso de grasa y bajas concentraciones de
vitaminas, contribuye a generar mas oxidantes y por lo tanto inhibir la actividad
enzimatica segun sea la condicion (Lui et al., 2009). De acuerdo a la literatura, resulta
importante sefialar que en el subgrupo alimentado con DH se esperaba un aumento en
la actividad enzimatica de la catalasa ya que este subgrupo presenté un aumento
significativo en los niveles séricos de peréxido de hidrogeno. Probablemente el efecto
se lograria si se incrementa el tiempo de exposicion a la DH es decir, las condiciones
experimentales del presente estudio no permitieron observar un incremento de la

actividad de catalasa.
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Figura 20. Niveles séricos de la actividad enziméatica de la catalasa en ausencia o presencia de
hierro. No se observé diferencia estadistica significativa entre grupos.

d) Malondialdehido.

Las concentraciones séricas de este producto final (malondialdehido) de peroxidacién
de lipidos mostraron incrementos significativos (p < 0.05) en los subgrupos a los que se
les administré hierro en comparacién con los subgrupos que solo recibieron dieta
(Figura 21). El incremento en los niveles séricos de malondialdehido se debe a la
formacion de radical hidroxilo y el ataque de este sobre las estructuras lipidicas de las
membranas celulares (Gutteridge y Halliwell 1990; Alvarez et al., 1993; Wong-ekkabut
et al., 2007) sobre todo con la presencia del hierro como catalizador (Valko et al., 2005).
Este comportamiento refuerza lo documentado en la literatura, que la presencia de
hierro por un lado inhibe la sintesis de la enzima SOD, lo que condiciona que la
produccion de radical hidroxilo sea de forma directa y en consecuencia el proceso de
peroxidacién de lipidos, lo que lleva a un incremento en las concentraciones séricas de
malondialdehido y estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en el presente
trabajo.
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Figura 21. Concentracion sérica de malondialdehido en ausencia o presencia de hierro. Diferencia
estadistica significativa respecto a los subgrupos que se les administro solucién salina (p<0.05).

Resulta muy importante analizar estos resultados dentro de un contexto integrador. Los
marcadores de estrés oxidativo fueron similares en ausencia de hierro (DE y DH) a
excepcion de los niveles séricos de peréxido de hidrogeno, lo que sugiere un
incremento de EO pero sin lograr estimular la actividad de SOD o catalasa. Asimismo la
DH no provocod peroxidacion lipidica bajo el esquema experimental estudiando.
Respecto a los datos obtenidos para el caso de los grupos con hierro (DEFe, DHFe), se
observo inhibicion de SOD sin afectar los niveles basales de peroxido de hidrogeno
sérico pero si se observd aumento de peroxidacion de lipidos dado que el hierro
permite la formacién directa del radical hidroxilo lo que lleva a mayores concentraciones

séricas de malondialdehido.
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VIIl CONCLUSIONES

El modelo experimental, basado en DH con una densidad energética de 3.72 kcal/g vs
el modelo de DE con 3.28 Kcal/g de energia metabolizable no propicié diferencias
importantes en la ganancia de peso corporal durante el periodo de estudio. Se
observaron algunas diferencias sobre el consumo de alimento y la ingesta de energia,
esto de acuerdo al tipo de dieta que recibieron los animales, siendo mayores para los

alimentados con DH.

El modelo de DH propicio alteraciones metabdlicas sobre niveles séricos de glucosa, no
asi para colesterol total y triglicéridos. Estos ultimos presentaron niveles mayores
cuando se administro DHFe sin ser estadisticamente significativos. En cuanto a la
ganancia de tejido graso, la DH condicion6 aumento en los depdsitos de grasa visceral
(epiplén), pero no en grasa perirrenal. Los animales alimentados con este tipo de dieta
presentaron una disminucion en el peso del higado y rindn, comportamiento contrario a
lo esperado. Estos resultados pueden estar relacionados con el tiempo de exposicion a

la dieta y seria importante realizar experimentos cambiando esta variable.

La administracion de hierro dextran intra-peritoneal en conjunto con los modelos de
alimentacidon condiciond variaciones sobre los marcadores de estrés oxidativo. La
Presencia de hierro inhibié la actividad de SOD y aumentd la peroxidacion lipidica
independientemente del tipo de dieta utilizado. Los niveles de peroxido de hidrégeno
solo se vieron aumentados al administrar la DH sin hierro. Este incremento lleva a
pensar que en el modelo con alta densidad energética si se genera estrés oxidativo,
pero se recomienda una mayor exposicion a este tipo de alimentacién para poder
ocasionar alteraciones en los marcadores. La actividad de catalasa no mostré cambios

significativos en ninguno de los grupos estudiados.

Los datos obtenidos sugieren que la administracidn intraperitoneal de hierro dextran es
suficiente para generar alteraciones redox que desencadenen en estrés oxidativo
agudo. La dieta hipercaldrica provoca alteraciones a largo plazo. La combinacion de
ambos factores a nivel dietario pudiera ser un modelo efectivo y econdmico a nivel

experimental.
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