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RESUMEN

El trabajo realizado evalud la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y
superoxido dismutasa en un modelo experimental de hiperlipidemia inducida por
sacarosa en ratas Wistar, para lo cual se determinaron los niveles de glicemia y
lipidos plasmaticos y los niveles de actividad enzimatica especifica de la superéxido
dismutasa y la catalasa. Se produjeron incrementos significativos en los niveles de
glicemia y triacilglicéridos relacionados con la dieta rica en sacarosa. Al cuarto mes
del estudio se observé un incremento en la actividad de las enzimas en el grupo
con dieta rica en sacarosa, solo con incrementos significativos para la catalasa. Se
observo una fuerte correlacion entre los niveles de triacilglicéridos del grupo estudio
en el dltimo mes de experimentacion y los valores obtenidos en la actividad
enzimética de la catalasa.

Palabras clave: estrés oxidativo, radicales libres, enzimas antioxidantes, catalasa,
superoxido dismutasa.

ABSTRACT

The work we accomplished evaluated the activity of the catalase antioxidant and
dismutase superoxide enzymes in the experimental model of saccharose induced
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hyperlipidemia in Wistar rats, for what we determined the glicemia and plasmatic
fluids and the levels of dismutase superoxide and catalase specific enzymatic
activity. There they were significant increases in glicemia and triacylglycerides
related with a saccharose-rich diet. At the fourth month of the study we observed
an increase of the enzymes in the group with a saccharose-rich diet, with significant
increases only for the catalase. It was observed a strong correlation between the
triacylglyceride levels of the studied group in the last month of experimentation and
the values obtained in the catalase enzymatic activity.

Key words: oxidative stress, free radicals, antioxidant enzymes, catalase,
dismutase superoxide.

INTRODUCCION

El oxigeno que es imprescindible para la vida, puede ser también fuente de
enfermedad a través de una produccion incontrolada de radicales libres de oxigeno
0 especies reactivas de oxigeno (ERO) que dafian las macromoléculas y alteran los
procesos celulares. ¢?

La hiperglicemia sostenida favorece la autooxidacion de la glucosa lo cual causa
desbalance en los mecanismos de oxidacibn y antioxidacion que conlleva a
hiperproduccion de radicales libres de oxigeno que en sus mecanismos de toxicidad
oxidan lipidos proteinas, lo que causa disturbios en la mecanica metabdlica del
organismo, oxidacion de lipoproteinas, inactividad enzimatica y de vitaminas
antioxidantes y cortes en la doble cadena del acido desoxirribonucleico (DNA). ¢4

Existe una relacion entre los niveles de especies reactivas de oxigeno celulares y el
incremento o descenso de las actividades de los mecanismos antioxidantes. El
descontrol de todas estas especies reactivas de oxigeno puede, por lo tanto, afectar
diferentes procesos esenciales del organismo, y constituirse en una de las piedras
angulares en la génesis de distintas patologias donde la hiperglicemia constituye
un signo distintivo y un detonante para el estrés oxidativo el cual puede ser
evaluado mediante la utilizacién de marcadores biolégicos. ¢

El sistema de defensa antioxidante de las células vivas, constituye un mecanismo
adaptativo de gran relevancia, destacandose las actividades enzimaticas de la
superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT). &®

Las enzimas antioxidantes son esenciales para las células aerébicas, puesto que
mantienen en niveles aceptables las concentraciones de especies quimicas
conocidas como radicales libres.

El uso de modelos resulta sumamente Uutil para discernir entre los posibles
mecanismos fisiopatolégicos involucrados en las alteraciones metabdlicas presentes
con la ingestion de dietas hiperglicemiantes, investigaciones realizadas demuestran
que ratas normales alimentadas con dietas ricas en carbohidratos por un periodo de
tiempo prolongado desarrollan hipertrigliceridemia e hiperglicemia con aumento del
estrés oxidativo y ratas alimentadas por un corto periodo de tiempo con una dieta
rica en sacarosa desarrollan dislipidemia, incremento de triglicéridos hepéticos y
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mayor secrecion hepética de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). ©

Los eritrocitos estan particularmente expuestos al estrés oxidativo debido a que son
transportadores de oxigeno, tienen un elevado contenido de &cidos grasos y
proteinas en sus membranas y poseen una elevada concentracion de hemoglobina
intracelular que puede actuar como promotora de procesos oxidativo, estando
protegidos de las lesiones oxidativas a través de un sistema antioxidante bien
desarrollado compuesto entre otros por las enzimas catalasa y superéxido
dismutasa. Por esta razén, los eritrocitos constituyen un buen modelo experimental
para el estudio de los mecanismos de lesiobn de los radicales libres y los
mecanismos antioxidantes. 9

Todos estos elementos nos permitieron realizar esta investigacion con el objetivo de
determinar la actividad de los sistemas antioxidantes enzimaticos compuestos por
la catalasa y la superéxido dismutasa en un modelo experimental de hiperglicemia
e hiperlipidemia inducida por sacarosa en ratas Wistar.

METODOS

Se realiz6é un estudio experimental de casos y controles entre noviembre de 2010 y
mayo de 2011 en un modelo experimental de hiperglicemia e hiperlipidemia
inducida por sacarosa en ratas Wistar. El modelo fue establecido a partir de la
administracién de una dieta rica en sacarosa.

Se formaron dos grupos experimentales de 6 animales cada uno. Un grupo que solo
consumio dieta convencional, el grupo dos consumio la dieta convencional mas 35g
de sacarosa disuelta en 100mL de agua de bebida durante un periodo de induccién
de 4 meses.

Parametros para evaluar dafio oxidativo en eritrocitos

Toma de muestra de sangre: se realizé a la duodécima y décimo sexta semanas
para cada uno de los animales tanto del grupo DRS como el grupo control.

Técnicas analiticas

Test de glicemia, triacilglicéridos y colesterol:

Para el procesamiento de las muestras se utilizo el equipo autoanalizador HITACHI
902 del Laboratorio Clinico del Hospital Universitario Arnaldo Milian Castro.
Evaluacion Enzimas Antioxidantes.

Determinaciéon de la actividad enzimatica de Catalasa (CAT).

Reactivos: Hydrogen peroxide 30%. Disodium hydrogen phosphate anhydrous.
Sodium dihydrogen phosphate monohydrate. Catalasa 20000 U. Cédigo segun
catalogos Aldrich 2003-2004 y Espectrum 2002.

Procedimiento Ensayo blanco:
- Se afiadié 1000 pL de buffer fosfato pH 7.0. + 500 mL de H202, tapamos la
cubeta y homogenizamos invirtiendo la misma.

- Se tomo6 laD.O. alos 10 y 70 segundos de reaccion a una longitud de onda de
240 nm
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Ensayo muestra:

- Se afladié 950 pL de buffer fosfato pH 7.0 en la cubeta de cuarzo.

- Se adicion6 500 pL de H202 disuelto en buffer fosfato.

- Se vertié en la mezcla de reaccién 50 pL de muestra (suero diluido 2), tapando
la cubeta y homogenizamos invirtiendo la misma.

- Se tomo6 la D.O. alos 10 y 70 segundos de reaccion a una longitud de onda de
240 nm.

Calculo

AE (pmal mecg/ml/min = ADO/AE » Vex dil W= 1,5 ml
£ Wz Vg W= 0,05 ml

dil= 2

Determinacién de la actividad enzimatica de Superdxido dismutasa (SOD)

Reactivos: Pirogalol 4mM, EDTA, Tris (hydroxymetyl) aminomethane 0.2 M, HCI 37
%. 0.2 M, Metanol, Cloroformo, Superoxide dismutase. Cédigo segun catalogos
Aldrich 2003-2004 y SIGMA 2002-2003.

Procedimiento

Ensayo blanco de la reaccién no inhibida:

- Se tom6 en una cubeta de plastico 900 pL del buffer Tris-HCL y 50 pL de agua
destilada, afadiendo entonces 50 pL de la solucion de pyrogallol, dejando
reaccionar por 10 segundos y seguimos el cambio en la absorbancia durante 1
minuto a 420 nm. Se repiti6 el procedimiento al menos tres veces; el valor
resultante estuvo entre AD.O. = 0.020x0.025, este valor se tom6é como D.O. del
blanco.

Ensayo:

- Se mezclé en una cubeta de cuarzo 50 L de suero, plasma, lisado de eritrocitos u
homogenizado de tejido deslipidados.

- Se adicion6 900 pL de Tampdn Tris - HCI pH 8.20.

- Se adicion6 entonces 50 pL de la solucion de pirogalol y después de 10
segundos de reaccion determinamos la diferencia de D.O. en un minuto a 420nm.

Calculo
La actividad enzimatica se calculé mediante el empleo de la ecuacion:

: ADO muestra x 100 % = % de oxidacion

: ADO blanco

100 % de oxidacian = % de inhibician de la autoxidacian
§§AE: 9% de inhibicion de la autoxidacion= UAEml/min

K 5

AE especifica & AE / Clproteinas) = UAE/mg de prot.
Donde: ADO muestra: Promedio de las ADO de la muestra
ADOD blanco: Promedio de las ADO del blanco,
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Procesamiento Estadistico de los Datos

El analisis estadistico de realizé aplicando la U de Mann Whitney y Wilconxon como
estadistico de comparacion. Se consideroé significancia si p < 0.05 para ambos test.
La correlacion entre fue determinada aplicando el test de correlacion de Pearson
con un nivel de significacion de p>0,05 y altamente significativo p=>0,01.

RESULTADOS

En el experimento realizado al someter a las ratas Wistar a una dieta rica en
sacarosa con el objetivo de inducir hiperlipidemia e hiperglicemia se constatdé que
los valores de la glicemia, tomadas en cada uno de los tiempos del estudio, tuvo un
incremento al comparar los valores de las ratas del grupo con dieta rica en sacarosa
en relacion a las ratas del grupo control, fundamentalmente al 4to mes de evaluar
este parametro cuando se produjeron variaciones significativas con una p=0,001.
Tabla. 1

Tabla 1. Resultados de los valores de glicemia de las ratas del grupo con dieta rica
en sacarosa (DRS) y las ratas del grupo control en t3 y t4

Tiempo 3 | Tiempo 4

Grupo Glicemia 3 |Glicemia 4
DRS Media 3,992 6,917
D.E. 0,980 0,757
Control Media 3,675 5,350
D.E. 0,704 0,443

En los valores de colesterol y triacilglicéridos (graficos 1 y 2) se presenta un
aumento en el grupo de las ratas DRS en relacion a las ratas del grupo control, en
el analisis del colesterol al Ultimo mes los valores de significacion del grupo DRS en
relacion al grupo control comienzan a acercarse a 0.05 (p=0.078). En el caso de
los triacilglicéridos se constata al igual que la glicemia, que en el cuarto mes las
diferencias entre ambos grupos se hacen significativas con una p=0.008.

Grafico 1. Resultados de los valores de colesterol total en los grupos estudiados
durante el t1, t2, t3 y t4 del experimento
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Grafico 2. Resultados de los valores de triacilglicéridos en los grupos estudiados
durante el t1, t2, t3 y t4 del experimento
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El efecto de las dosis de sacarosa en cada uno de los tiempos de estudio sobre las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa se presenta en la tabla 2.

En el tiempo 3 se produjo un aumento de la actividad de ambas enzimas en el
grupo control en relacion al grupo con dieta, sin embargo, en el tiempo 4 se
observé un aumento en la actividad de ambas enzimas en el grupo con dieta rica
en sacarosa, resultando solo en el caso de la Catalasa un incremento con
significacion estadistica al cuarto mes del estudio p=0.019.

Tabla 2. Resultados de la actividad enzimatica especifica de las enzimas
superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) de los grupos sometidos al
experimento

SOD CAT
AEEt3 |AEEt3 AEEt4

AEE t 4
Dieta 0,058 | 0,197 | 0,958
sacarosa

0.033

Controles | 0,117 | 0,337 0,231

0,019

AEE: Actividad enzimatica especifica.

El andlisis estadistico para evaluar el grado de correlacion entre las variables
glicemia-lipidos plasmaticos y actividad enzimatica mostraron que solo se observé
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una fuerte correlaciéon con los valores de la catalasa al concluir el estudio y los TAG
en este mismo periodo de tiempo (r=1).

DISCUSION

Los sistemas antioxidantes son los que se encargan de revertir el dafio oxidativo
actuando a diferentes niveles: intracelular, a nivel de la membrana celular o
extracelular.

La actividad de las enzimas del sistema antioxidante da una medida del mecanismo
de proteccién, adaptacién y recambio celular durante el dafio oxidativo.®® Si se
tiene en cuenta que la hiperglicemia provoca dafio a las diferentes células del
organismo, y consecuentemente se genera gran cantidad de H202 por diferentes
fuentes, es posible explicar las variaciones de la actividad de la SOD y de la CAT al
cuarto mes de estar sometidas las ratas a la dieta rica en sacarosa.

En estudios realizados y que coinciden con los resultados que se presentan, en
relacion al comportamiento de la actividad de la catalasa, pueden apreciarse, bajo
condiciones de dafo oxidativo, cambios significativos en su actividad, lo que
sugiere que los niveles de H202 se han elevado lo suficiente para activar a dicha
enzima."? Bermudez y colaboradores 12 observaron, que en el higado de ratas
sometido a un evento de isquemia/reperfusion, evento que produce un aumento en
los radicales libres, un incremento en la actividad de esta enzima. La CAT tiene
mayor afinidad por altas concentraciones de su sustrato, el H202 formado por
dismutacion del superéxido en presencia de la SOD. La alta concentracion de H202
formado en las condiciones de hiperglicemia pueden conducir a un incremento en la
actividad de la catalasa, lo que unido a un aumento de la sintesis de proteinas
como mecanismo de adaptacion de células de mamiferos frente al dafio por H202,
provocan un incremento en la expresion de la CAT, entre otras proteinas;
mecanismo que bien pudiera explicar el por qué del aumento en la actividad de la
enzima que protege contra el dafio oxidativo producido en el modelo experimental
de hiperlipidemia inducida por sacarosa. ¢**?

Mora y colaboradores ) reportan en su estudio que las actividades de las enzimas
SOD y CAT en ratas diabéticas por estreptozotocina estan significativamente
incrementadas comparadas frente al grupo control, en concordancia con los
resultados encontrados en la investigacion que se presenta al cuarto mes del
estudio. La reduccion de la actividad de SOD observada en este experimento en el
mes cuatro del grupo DRS, también se ha reportado en otras investigaciones lo
que puede asociarse a una inactivacion debido a elevadas concentraciones de
especies reactivas de oxigeno y a procesos de glicacion no enzimatica favorecidos
por la hiperglicemia persistente en los cuadros de diabetes.®®

En relacion a los resultados encontrados en las ratas del grupo control resulta
evidente una disminucién de los valores de actividad enzimaticas al comparar los
dos tiempos del estudio, en la actualidad se refiere que la senescencia normal se
acompafa de un declinar de las defensas antioxidantes en sangre y en 6rganos de
animales y humanos. La actividad de la CAT disminuy6 con la edad al determinar
alteraciones de los sistemas antioxidantes en ratas en correspondencia con lo
observado en el presente estudio. @+

La glucotoxicidad es responsable de manifestaciones tardias debido a la
glicosilacion no enziméatica de proteinas y/o enzimas importantes en los procesos de
eliminacion de radicales libres tales como la catalasa, la superéxido dismutasa
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(SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa. También se observa
como consecuencia de la toxicidad glucidica, la generaciéon exagerada de polioles y
a la alteracion del indice oxidacién/antioxidacion.

Una exposicion a elevadas concentraciones de glucosa sanguinea puede generar un
incremento de las especies reactivas de oxigeno, provocando la activacion de las
primeras barreras antioxidantes de las células; dentro de las cuales se encuentran
la SOD y la CAT. Sin embargo, cuando la exposicion a altas concentraciones de
glucosa es mantenida durante mucho tiempo, la situaciéon parece cambiar. Esto
pudiera deberse a que la hiperglicemia créonica mantiene también un estrés
oxidativo cronico lo que pudiera llevar al agotamiento de estas enzimas, que se
encontraran completamente saturadas. Ademas este incremento persistente de
especies reactivas de oxigeno, pudiera ser capaz de dafiar multiples moléculas de
importancia bioldgica entre las que se pueden encontrar el ADN celular y las
enzimas anteriormente sefialadas.

Los resultados obtenidos ofrecen evidencias que en el modelo experimental de
hiperlipidemia y hiperglicemia inducida por sacarosa en ratas Wistar, al cuarto mes
del estudio, se ha alcanzado un estado inicial de dafio oxidativo, caracterizado por
un moderado incremento de las ERO, que demuestran que existe un mayor
ambiente oxidativo en los animales sometidos a la dieta rica en sacarosa, al
observarse un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes.

Los autores arribaron a las conclusiones de que se produjo un aumento
estadisticamente significativo de los niveles de glicemia y triacilglicéridos en las
ratas sometidas a la dieta rica en sacarosa comparadas con las del grupo control,
este comportamiento no fue observado en el caso del colesterol.

La actividad de las enzimas del grupo DRS aumentd en el cuarto mes del estudio,
aunque solo se obtuvieron incrementos significativos para la catalasa.

Solo se observo una fuerte correlacion entre los niveles de TAG del grupo DRS en el
ultimo mes de experimentaciéon y la actividad enzimatica de la catalasa.
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