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RESUMEN

Acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa y paraoxonasa-1 son glicoproteinas que
ademas de regular el sistema colinérgico neuromuscular y desintoxicar al cuerpo
sus actividades son asociadas con factores de riesgo del sindrome metabdlico
(SM). EIl objetivo fue evaluar la participacion de nicotinamida (NAM) sobre la
actividad y patron de glicosilacion de esterasas circulantes en un modelo de
sindrome metabdlico. Ratas macho distribuidas en seis grupos recibieron los
siguientes tratamientos: 1) Control, 2) NAM5mM, 3) Fructosa, 4) F-NAM5mM, 5) F-
NAM10mM, 6) F-NAM15mM. Fructosa al 40% fue administrada en el agua de
beber por 16 semanas ad libitum; 30 dias posteriores inici6 el tratamiento de NAM
(5, 10 y 15mM) en el agua de beber por 5 hr diariamente. Los parametros
evaluados fueron, peso corporal, prueba de tolerancia a la glucosa, presion
arterial, perfil de lipidos, transaminasas, actividad especifica de esterasas
circulantes y patrén de glicosilacion de colinesterasas mediante interaccion con
lectinas de distinta especificidad. Fructosa aumentd colesterol, triacilgliceroles,
acidos grasos, transaminasas Yy la presion arterial. Asi como las actividades de
ambas colinesterasas y también disminuyo la actividad de paraoxonasa-1 todo con
respecto al grupo control. En contraste, NAM disminuyé las alteraciones
metabdlicas y las actividades de colinesterasas con valores similares al control.
Ademas de aumentar la actividad de paraoxonasa-1. Lo destacado del patrén de
glicosilaciéon para acetilcolinesterasa fue que fructosa disminuyé 80% la
interaccién con lectina de trigo comparado con el control, recuperando NAM 15%

de la interaccion. Para butirilcolinesterasa, fructosa disminuyd 50% la interaccién
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con lectina de lenteja comparado con el control, la cual fue restablecida por NAM.
Concluyendo; fructosa disminuyo la actividad de paraoxonasa-1 y aumento la
actividad de colinesterasas ademas de modificar su glicosilacion impidiendo la
incorporacion de lectina de lenteja a los residuos de manosa presentes en la
proteina, asi como la incorporacion de lectina de trigo a los residuos de N-
Acetilglucosamina y &cido sialico, NAM restablecié dichas alteraciones dadas por
el SM. Estas variaciones estructurales de oligosacaridos presentes en la
colinesterasas contribuyen a su plegamiento, estabilidad y funcién biolégica. La
dieta es considerada como un factor exdgeno encargado de modular el efecto

protector y antioxidante las la paraoxonasa-1.



ABSTRACT

Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and paraoxonase-1 are glycoproteins
that besides regulating the neuromuscular cholinergic system and detoxify the
body its activities are risk factors associated with metabolic syndrome (MS). The
objective was to evaluate the participation of nicotinamide (NAM) on the activity
and glycosylation pattern of circulating esterases in a model of metabolic
syndrome. Male rats divided into six groups received the following treatments: 1)
Control, 2) NAM5mM, 3) Fructose, 4) F-NAM5mM 5) F-NAM10mM, 6) F-
NAM15mM. 40% fructose was administered in the drinking water ad libitum for 16
weeks; 30 days after treatment began NAM (5, 10 and 15 mM) in drinking water for
5 hr daily. The parameters evaluated were, body weight, tolerance test glucose,
blood pressure, lipid profile, transaminases, specific activity of circulating esterase
and cholinesterase glycosylation pattern by interaction with lectins of different
specificity. Fructose increased cholesterol, triacylglycerols, fatty acids,
transaminases and blood pressure. And the activities of both cholinesterases and
also decreased the activity of paraoxonase-1 whole relative to the control group. In
contrast, NAM decreased metabolic alterations and cholinesterase activities with
similar values to the control. Besides increasing paraoxonase-1 activity. Highlights
glycosylation pattern for acetylcholinesterase was decreased to 80% fructose
interaction with lectin wheat compared to the control, 15% of NAM recovering
interaction. For butyrylcholinesterase, it decreased 50% fructose interaction with
lentil lectin compared to the control, which was restored by NAM. In conclusion;

fructose decreased the activity of paraoxonase-1 and increase cholinesterase



activity in addition to modifying its glycosylation prevents incorporation lentil lectin
to mannose residues present in the protein, and the incorporation of lectin wheat
residues of N- acetylglucosamine and sialic acid, NAM restored these changes
given by the SM. These structural variations of oligosaccharides present in the
cholinesterases contribute to its folding, stability and biological function. The diet is
considered an exogenous factor responsible for modulating the protector and

antioxidant paraoxonase-1 the effect.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de salud que Meéxico enfrenta, es el
sobrepeso y la obesidad (Figura 1). Existen diversos factores que condicionan
su avance, entre los que destacan la predisposicion genética, el estilo de vida
sedentaria y los inadecuados habitos en la alimentacion; el consumo de dietas
hipercaldricas, hipercolesterolémicas y con altos niveles de carbohidratos, han
sustituido la dieta tradicional del mexicano. Debido a estas razones, México
ocupa el segundo lugar con mayor indice de obesidad y sobrepeso en adultos
mayores de veinte afios (1) y primer lugar en obesidad y sobrepeso infantil a
nivel mundial (2). Estas condiciones favorecen el desarrollo de diversas
alteraciones metabdlicas, que comunmente se conocen como: “Sindrome
Metabdlico”, el cual es principal desencadenante de diversas patologias
cronico-degenerativas donde es comun encontrar la presencia de desérdenes

metabdlicos.

Se han realizado estudios prospectivos donde se asegura que para el afio
2050, la cifra de obesidad y sobrepeso aumentara considerablemente, para
hombres un 88% y para mujeres un 74% (3), favoreciendo el desarrollo del

sindrome metabdlico.

Uno de los principales inductores de sobrepeso y obesidad es el aumento en el
consumo de alimentos procesados; adicionados con altas cantidades de
grasas y carbohidratos. Actualmente, los alimentos industrializados son
endulzados con jarabe de maiz de alta fructosa el cual aporta de 85 a 100

gramos diarios de fructosa, obteniendo un aporte de un 25% o mas de calorias
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requeridas diariamente. Los alimentos endulzados con fructosa que mas
destacan son: las bebidas gasificadas, dulces, golosinas, botanas y la comida
rapida. En la actualidad, México es un pais potencialmente consumidor de
bebidas gasificadas con un promedio de 1631 litros por persona al afo; el alto
consumo de este carbohidrato se ha relacionado con los indices de sobrepeso

y obesidad.
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Figura 1. Porcentaje de la poblacibn con peso excesivo.
Agrupada por edad y género en el periodo comprendido entre el
2006 y 2012 (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, 2012).



1.1. Sindrome metabdlico
El sindrome metabdlico (SM) es un término que se acufo en el afio 1998, por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). A partir de esa fecha, muchos
grupos de investigacién han tratado de definirlo y establecer los pardmetros
adecuados para su diagnéstico. Todos concuerdan que estd directamente
relacionado con el indice de obesidad y sobrepeso, la hiperglucemia, la

hiperinsulinemia, la hiperlipidemia y la hipertension (4).

En consecuencia, el SM puede definirse como un conjunto de alteraciones
antropométricas, bioquimicas y clinicas que predisponen al desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas (5); como la diabetes tipo 2, la
enfermedad arterial coronaria, enfermedades cardiovasculares, dislipidemias y

diferentes tipos de cancer, por mencionar algunas.

Diversas organizaciones y asociaciones en materia de salud, en todo el mundo,
han desarrollado propuestas que incluyen diversos factores para identificar al
SM, una de estas propuestas es la presentada por el panel para el tratamiento

de las dislipidemias (ATP-III, por sus siglas en inglés) (Tabla 1).



Tabla 1. Factores de riesgo utilizados por la ATP 1ll considerados para
poblacién mexicana para el diagndstico de SM.

Identificacion clinica del Sindrome Metabolico Solo 3 de los siguientes

Factor de riesgo Nivel considerado

Obesidad abdominal Circunferencia de cintura

Hombre >102 cm (>40)
Mujer >88 cm (>35)
Triacilgliceroles >150 mg/dL

Colesterol HDL

Hombre <40 mg/dL
Mujer <50 mg/dL
Presién Sanguinea >130/>85 mmHg
Glucosa en ayuno >110 mg/dL

La mayoria de las asociaciones puntualizan que una persona que presente
alteraciones, en minimo tres de estos factores, debe ser considerada que
padece SM. A partir de la aplicacion de estos criterios parece ser sencillo
identificar al SM. Sin embargo, los diferentes estilos de vida, la genética
poblacional y la diferencia de razas no facilitan a un estandar en cuanto a los
criterios establecidos por las diferentes asociaciones. Es por ello, que surge la
necesidad de contar con marcadores bioldgicos para el diagnéstico del SM;
entre los que destacan enzimas involucradas en procesos de lipolisis y
lipogénesis, como el grupo de paraoxonasas y colinesterasas, cuyos reportes
previos asocian su actividad enzimatica con diversos factores de riesgo tipicos

del SM.



1.2. Propiedades generales de las paraoxonasas

Las paraoxonasas (EC 3.1.8.1. arildialquil fosfatasa; hidrolasa de
organofosfatos, paraoxonasa; paraoxon hidrolasa. PON-1, PON-2, PON-3) son
enzimas del tipo lactonasas (7). Las enzimas PON-1, PON-2 y PON-3 estan
codificadas en la region 7g21.3-q22.1 del brazo largo del cromosoma 7., Las
proteinas PON-1 y PON-3 son proteinas expresadas en higado y excretadas al
torrente sanguineo, donde se relacionan con lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Mientras, que PON-2 no se excreta al torrente sanguineo, pero se

detecta en células vasculares, rifidn, corazon, etc. (8).

La PON-1 (E.C. 3.1.1.2. aril-esterasica,) posee ademas es una actividad
enzimatica del tipo éster-hidrolasa con la capacidad de romper los fosfolipidos
e hidroperoxidos oxidados presentes en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), esta propiedad antioxidante permite frenar el proceso oxidativo de
dichas moléculas previniendo o retrasando el desarrollo de una fase
ateroesclerotica en las arterias, restaurando asi a la LDL, para que se acople a

su receptor (9).

La PON-1 es una enzima extracelular especifica de HDL asociada a la
apolipoproteina Al. Se le atribuyen dos funciones: la hidrolisis de compuestos
organofosforados (paraoxon) que son metabolitos toéxicos derivados de los
plaguicidas (insecticidas), de ésta propiedad se le conoce su primera
clasificacion otorgada por la unidon internacional de bioquimica y biologia
molecular E.C. 3.1.8.1. Posteriormente, se establecié su capacidad de

hidrolizar ésteres aromaticos como el fenil-acetato proponiendo una nueva
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actividad de PON-1 que se conoci6 como la actividad aril-esterasa o

antioxidante, que se clasifico como E.C. 3.1.1.2.

1.3. Propiedades generales de las colinesterasas

Las colinesterasas (ChEs) son proteinas con una capacidad Unica de hidrolizar
esteres de colina, y se distinguen por ser inhibidas por pequefas cantidades
del alcaloide natural fisostigmina (eserina, nombre comercial). Los vertebrados
poseen dos tipos de colinesterasas: La acetilcolinesterasa (AChE) o
colinesterasa verdadera, que se clasifica como E.C.3.1.1.7 (acetil-colina
hidrolasa) y la butirilcolinesterasa (BuChE), o también llamada colinesterasa
sérica 0 pseudocolinesterasa clasificada como E.C.3.1.1.8, segun la Unién
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular. Entre ellas se pueden
distinguir por la especificidad del substrato. La AChE posee una afinidad 6ptima
por acetilcolina (ACh), un neurotransmisor. Por otro lado, la BUChE tiene como
substrato especifico a la butirilcolina, aunque también puede hidrolizar a la
acetil- o a la propionilcolina. En la Tabla 2, se muestran algunas diferencias

entre ambas colinesterasas.

Las colinesterasas son glicoproteinas que a través de su maduracion
experimentan modificaciones postraduccionales en donde se incorporan
oligosacaridos preformados en el resido de asparagina (Asn) dentro de
determinadas secuencias de la proteina, este procesamiento se lleva a cabo
dentro del lumen del reticulo endoplasmico rugoso, donde los sitios potenciales

de glicosilacion son distinguidos por una secuencia consenso caracterizada por



una secuencia de tres aminoacidos: Asn-X (amino&cido cualquiera), Serina

(Ser) o treonina (Thr).

AChE posee cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion sin embargo no se
conoce realmente si todos se encuentran glicosilados, la eliminacién de estos
residuos reduce su secrecion y afecta su actividad. BUChE posee nueve sitios
de glicosilacion unidos a residuos de Asn, estos oligosacaridos representan el
26% de su peso molecular. Lo relevante respecto al proceso de glicosilacion es
que ambas enzimas experimentan una glicosilacion especifica por tejido, por lo

que el peso de la molécula dependeré del tejido donde se produzca (52).

El estudio de la glicosilacion en estas proteinas ha podido esclarecer el
mecanismo de proteccién frente al ataque proteolitico definiendo su circulacion

plasmética.

La funcion tradicional de las ChEs es la hidrolisis del neurotransmisor, ACh en
las uniones nerviosas y neuromusculares. En el caso de la BuChE, esta funcion
se confirm6 en animales carentes de AChE, en los que ésta enzima hidroliza a

la ACh.

Sin embargo, las ChEs también se han detectado en los vasos sanguineos, el
higado, el intestino, el pancreas, las meninges y las células sanguineas,
participando en el metabolismo energético, en la maduraciéon de neuropéptidos,
en la eliminacién de drogas (cocaina y heroina), y un posible papel como
proteina de adhesion. Se reporta que no se encuentran en liquidos de

excrecién como saliva, lagrimas, orina y sudor (10).



2. ANTECEDENTES

Las actividades enziméticas de PON-1 y BuChE son consideradas como
desintoxicantes a nivel de suero (11). La actividad de estas enzimas se ve
relacionada con alteraciones bioquimicas tradicionales durante el SM. Por
ejemplo, se ha observado una correlacién positiva entre el aumento de
triacilglicéridos, el IMC y el colesterol total con la actividad enzimatica de

BuChE, asi como una correlacion negativa con los niveles de HDL (12, 13).

Se ha propuesto que la actividad BUChE podria estar relacionada con el
metabolismo de lipidos, ya que al ser sintetizada en el higado experimenta
modificaciones postraduccionales de glicosilacion; que favorece la interaccién
de carbohidratos con lipoproteinas de baja densidad (LDL) que son liberadas al
torrente  sanguineo. Este mecanismo se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmico de los hepatocitos, donde también se almacena el glucégeno, se
esterifican los acidos grasos y se realiza la sintesis de acidos grasos de novo
este Ultimo proceso utiliza carbohidratos provenientes de la dieta. Por lo que,
su actividad pudiera ser importante para la evaluacion de la funcionalidad

hepatica (14).

También, la actividad de AChE y de BUChE se han encontrado aumentadas en
diabetes tipo 2 (15). Este hecho favorece la idea de considerar la actividad
tanto de AChE como de BuChE como posibles marcadores biolégicos para el

diagnéstico de SM.



Por otra parte, PON-1 posee propiedades antioxidantes asociadas con HDL,
previniendo la formacion de la placa ateroesclerética por acciéon de la oxidacion
de LDL. Sin embargo, se ha observado una disminucion en su actividad
durante el SM, aumentando también el estrés oxidante y la lipoperoxidacién
(16). Ademas, en personas con hipercolesterolemia y que han presentado
infarto al miocardio, el contenido se ha visto disminuido (17). Resultados
similares se han observado en nifios con obesidad y sometidos a hemodialisis
(18). La actividad de PON-1, también ha sido asociada con la estimulacion de
la liberacidn de insulina protegiendo de cierto modo a las células -
pancreéticas y evitando el desarrollo de diabetes mellitus (19). Asimismo, se ha

observado que las HDL contribuyen en modular la actividad de PON-1 (19).

La posible relacion entre BUChE y PON-1, adn no ha sido estudiada y se
desconocen los mecanismos en que estén involucradas, especificamente en el
desarrollo y el diagnéstico del SM. Existen evidencias que sefialan, que PON-1
protege de cierta forma la actividad colinesterasica al romper moléculas
derivadas de compuestos organofosforados y carbamatos que inactivan la
funcién de las colinesterasas (20). Los dafios de estos plaguicidas en el
Sistema Nervioso Central (SNC) pueden conducir a desarrollar diferentes
patologias neurodegenerativas como la Enfermedad de Parkinson o la
Enfermedad de Alzheimer. Que suelen ser producto de una sobre-estimulacién
por parte del neurotransmisor ACh, al ser inactivadas las actividades AChE y

BuChE por una alta exposicion a plaguicidas que compiten por el residuo de la



Ser?® en el sitio catalitico, o bien, por un déficit de ACh para realizar

estimulacién nerviosa, respectivamente (21).

El SM, como un paso previo, al desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas, representa un atractivo punto de control, donde es posible
frenar su avance; incluso revertirlo, mediante el uso de diversos productos de

origen natural o sintético utilizados en la industria farmacéutica.

Un ejemplo, es la nicotinamida (NAM), la cual es una vitamina hidrosoluble del
grupo de las denominadas vitaminas B, es un precursor de nucleétidos de
piridina-adenina (NAD*, NADH, NADP*, NADPH). Con base a diversos
estudios NAM, ha sido de mucho interés para diversos grupos de investigacion
a nivel mundial; debido a sus capacidades antioxidantes, inmunoreguladoras,

antiapoptoticas, antilipémicas, anti-inflamatorias y anti-cancerigenas.

Se ha reportado que protege a las células beta del pancreas disminuyendo los
niveles de citocinas pro-inflamatorias y la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa, la cual puede generar especies reactivas de nitrégeno. Por otra parte,
NAM, también estimula la produccion de ATP mediante el incremento de
cofactores necesarios en la cadena respiratoria como NADH y NADPH,
ademas de que estos mismos cofactores son utilizados en vias biosintéticas y
mecanismos de proteccidbn contra especies reactivas de oxigeno (ERO),
reduciendo la muerte por necrosis 0 apoptosis (22-23). Estas coenzimas se
someten a procesos reversibles de oxidacién y reduccion para transferir
electrones, apoyando la actividad catalitica de las enzimas manteniendo el
estado Redox de la célula (22)
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Siendo precursor de NAD* puede activar a la AMP cinasa por medio de la via
de sirtuinas, cuya funcion es inhibir enzimas como las lipasas reguladas
hormonalmente, la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa; que estan

relacionadas con el metabolismo de los lipidos (23).

Se considera a NAM como un poder reductor. Estudios recientes donde se
induce diabetes tipo 2 mediante dietas hipercaléricas y con saturacion de
grasas, la NAM aument6 la sintesis de NAD* mejorando la sensibilidad a la
insulina, al disminuir la expresion de genes relacionados con la produccion de

estrés oxidante; en respuesta a procesos de inflamacion de bajo grado (24).

El desarrollo del SM experimental ha sido estudiado en diversos modelos
animales. La cepa de ratas Sprague Dawley ha demostrado ser susceptibles a
dietas hipercaldricas, hipercolesterolémicas y con altos contenidos de
carbohidratos, por esto desarrollan rapidamente obesidad y desordenes

metabdlicos.

El uso de fructosa como desencadenante de SM experimental refleja su uso
diario en el ser humano, debido a que la fructosa fue introducida a la industria
alimentaria como sustituto de la azGcar de mesa, siendo este carbohidrato
utiizado mayormente en la elaboracion de golosinas, caramelos, jugos y
bebidas gasificadas, debido a su poder dulcificante -edulcorante- el cual es
mucho mayor al de la sacarosa (26). En los ultimos afios su consumo ha
aumentado exponencialmente considerandose como un factor dentro de la
dieta con un poder desencadenante de la obesidad, y por consecuencia SM,

favoreciendo la lipogénesis y la hiperlipidemia (27). Los mecanismos
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implicados en el desarrollo del SM por la ingesta de fructosa han sido poco

estudiados.

Se ha demostrado que éste monosacarido aumenta la sintesis de
apolipoproteina B (ApoB), cuya finalidad es el aumento de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés), disminuyendo la actividad de la
proteina lipasa (26, 27). También, se ha comprobado que la ingesta desmedida
de la fructosa disminuye la sensibilidad a la insulina pudiendo ocasionar
patologias mas graves como diabetes mellitus (28). Ademas, la fructosa dentro
del higado proporciona triosas-fosfato, que son precursores para la formacién
de &cidos grasos induciendo el desarrollo la esteatosis hepética (29), vy
aumentando el dafio a tejidos por la formaciéon de productos de glicacion

avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés) (30).

Segun, lo descrito en las lineas anteriores la fructosa puede inducir la obesidad
y el sindrome metabdlico (31-33), que va asociado con alteraciones en los
niveles de triacilglicéridos, glucosa, colesterol, obesidad visceral, hipertension

arterial y ganancia en el peso corporal de los animales.
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3. JUSTIFICACION

Las alteraciones en la sintesis de lipidos y lipoproteinas, la inflamacion y el
estrés oxidante, pueden ser factores que determinen el avance del SM, esta
condicion puede modificar la actividad de enzimas involucradas en estos

procesos.

Se conoce la actividad de NAM en procesos inflamatorios y como antioxidante.
Sin embargo se desconoce su accién en el metabolismo de los lipidos y

lipoproteinas.

4. HIPOTESIS
Si NAM promueve un efecto anti-lipémico y antinflamatorio entonces se vera
reflejado en la actividad de AChE, BUChE y PON1, esterasas involucradas en
procesos de lipogénesis e inflamacién, en el modelo de SM inducido por

fructosa.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de la NAM sobre el perfil de lipidos y como influye en la

actividad de AChE, BUuChE y PON-1 en el modelo de SM.
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5.1. Objetivos particulares

e Evaluar factores de riesgo presentes en el SM inducido por fructosa.

e Determinar el efecto NAM evaluando el perfil lipidico en el modelo de
SM.

e Valorar el dafio hepatico producido por la ingesta de fructosa.

e Evaluar la actividad de AChE, BUChE y PON-1 en el modelo de SM y
con el efecto de NAM.

e Determinar marcadores de inflamacion en el modelo de SM y con el

efecto de NAM.

6. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron treinta ratas de la cepa Sprague Dawley con un peso de 250
gramos = 5 g en condiciones controladas de temperatura (22.5 °C), humedad
(50 %) y periodos luz/oscuridad (12h/12h), alimentadas con dieta chow 5008
(Purina, México). Los animales fueron proporcionados por el Bioterio del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, conforme a la Norma Oficial mexicana (NOM-062-
Z00-1999), revisada en 2014, para el cuidado y uso de animales de
laboratorio. Los roedores se dividieron en seis grupos (n=5) y mantenidos en
jaulas de acrilico de 90 X 50 X 30 cm (cada jaula con dos y tres roedores). En

la Tabla 2 se describen los tratamientos que recibio cada grupo:
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Tabla 2. Grupos de experimentacion y tratamientos
Grupo 1 Control
Grupo 2 Nicotinamida 5mM
Grupo 3 Fructosa 40%
Grupo 4 F. 40% + NAM 5mM
Grupo 5 F. 40% + NAM 10mM
Grupo 6 F. 40% + NAM 15mM

Se administré fructosa 40% en agua de beber (P/V) durante los primeros 30
dias a los grupos 3, 4, 5 y 6, para inducir SM. En el dia 31 se inicio el
tratamiento con NAM a diferentes dosis a los grupos: 4 (NAM 5mM), 5 (NAM
10mM) y 6 (NAM 15mM) diariamente por cinco horas (de 9:00 am a 2:00 pm).
Posteriormente, se colocaba de nuevo el bebedero con fructosa hasta
completar los 120 dias de tratamiento. Alterno a esto, al grupo 2 se inicié el
tratamiento de NAM 5mM a la par de los demas grupos, pero no tuvo induccién

de SM. Este grupo se mantuvo con agua natural, al igual que al grupo control.

6.1. Curvade toleranciaala glucosa

La curva de tolerancia a la glucosa se realiz6 ocho dias antes de sacrificar a los
animales; para esto previamente se tomo registro de la glucosa basal de todos

los animales con un ayuno de seis horas, mediante un pequefio corte en la cola
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de la cual se tomo una gota de sangre- Posteriormente, via intraperitoneal se
administré6 la glucosa en solucién (50%) (Kabipack, México) a una
concentracion de dos gramos sobre kilogramo de peso corporal. A partir de ahi
se tomaron registros de glucosa cada treinta minutos con un glucometro y tiras

reactivas (Accu-chek, México).

Una vez finalizado el tratamiento se sacrificaron los roedores para la obtencién

de muestras sangre total y fragmentos de higado.

6.2. Obtencién de muestras bioldgicas

Una semana antes del sacrificio se midi6 la presion arterial de todos los
animales utilizando el equipo CODA-2 10180 (Kent Scientific, USA), mediante
el software se realiz6 el analisis de las presiones; sistdlica y diastélica a cada
uno de los animales de todos los grupos. A lo largo de todo el tratamiento, se
realiz6 cada tercer dia mediciones de peso, consumo de alimento, liquido

bebido y NAM consumida en los grupos correspondientes.

Finalizado el tratamiento los animales se anestesiaron con Pentobarbital sédico
concentrado (5% del peso, via I.P.) (Sedalpharma, México) para realizar una
puncion cardiaca y obtener sangre total, posteriormente, el higado completo.
Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 rpm (425 g) durante 15
minutos a 4 °C para obtener el suero, y formar alicuotas de 100 uL, para las

determinaciones bioquimicas y enzimaticas correspondientes.
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6.3. Perfil bioquimico y actividad de colinesterasas en suero

El perfil bioquimico evalué los contenidos séricos de: Triacilgliceroles,
colesterol total, lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja densidad,
utilizando el equipo ILab 350 (Instrumentation laboratory SpA, E.U.A.) mediante

el procedimiento de rutina.

La cuantificacion de la actividad colinesterasica se realiz6 mediante el método
de Ellman; cuyo método consiste en utilizar los tioanalogos especificos e
inhibidores selectivos de cada enzima, al hidrolizar al tioanalogo respectivo se
obtiene acetato o butirato y tiocolina, ésta ultima reacciona con el acido di-tio-
benzoico (DTNB) formando un croméforo (tiobenzoato) cuya produccion es
proporcional a la actividad de cada enzima, y pudiéndose seguir
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 405 nm en un lector de

placas de microtitulacion (BioRad, E.U.A.) (51).

6.4. Determinacién de proteinas totales por el método de Bradford.

El contenido de proteinas se estimo6 por el método de Bradford (1976), cuyo
método implica la unién del colorante azul de Comassie G-250 con los residuos
de aminoéacidos basicos como: Arg, en menor grado con residuos de His, Lys,
Tyr, Trp y Phe de las proteinas, el cual provoca un cambio en el maximo de
absorbancia del colorante de 465nm a 595nm. La intensidad del color es
proporcional con el contenido de proteinas. Inicialmente se realiz6 una curva de
titulacién utilizando como estandar albumina, en concentraciones crecientes (0,

2, 4, 6, 8y 10 mg en 10 ml). Para la determinacion de proteinas en las
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muestras de suero se tomaron; 1ul de suero y se realizé una dilucion 1:20 con
solucion salina, posteriormente se agregd 1ml del reactivo de Bradford y se
leyé en un espectrofotdmetro. Para el analisis se tomo6 en cuenta la ecuacion

de la recta obtenida de la curva.

Para calcular la actividad especifica de las enzimas, se realiz6 un cociente
entre la actividad estimada (U/ml), entre el contenido de proteinas totales
(mg/ml), el resultado de la actividad especifica se reporta en U/mg de proteina.
Que representa un micromol de sustrato hidrolizado por un lapso de 60 minutos

por miligramo de proteina.

6.5. Cuantificacion de TNF-q, IL-6, insulina y &cidos grasos

El andlisis de los marcadores de inflamacion TNF-a e Interleucina-6, se realizd
por medio de un kit comercial, siguiendo las indicaciones del proveedor (R&D
system. Minneapolis, USA). La cuantificacion de insulina también se realizé
mediante un kit comercial de radio-inmunoensayo (RIA), siguiendo las
instrucciones especificadas del proveedor (ALPCO. Boston, USA). Asimismo, el
contenido de acidos grasos fue evaluado mediante un kit de
Inmunofluorescencia (Calbiochem. Darmstadt, Germany) siguiendo las

instrucciones del proveedor.

6.6. Patron de glicosilacion de las colinesterasas

Para este ensayo se utilizaron lectinas de distinta especificidad, las cuales
tienen la capacidad de reconocer de manera especifica diversos carbohidratos
terminales unidos a las proteinas: Concanavalina ensiformis (Con-A); que
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reconoce manosas, Lens culinaris (LCA); que reconoce manosas asociadas a
centros de fucosa y Triticum vulgaris (WGA); que tiene la capacidad de
reconocer N-acetilglucosamina y/o acido sidlico (Sigma Aldrich, USA). En la

tabla 3 se detallan propiedades de reconocimiento por cada lectina.

Las diferentes lectinas se dejaron interaccionar cada una con las diferentes
muestras por 24 h en una cdmara fria en agitacion constante. Posteriormente,
las matrices con los complejos lectina-colinesterasa formados, se centrifugaron
a 5000 rpm, por 5 min. Para separar las colinesterasas que no se unieron a la
matriz con las lectinas adsorbidas, y se medié la actividad nuevamente
mediante por el método de Ellman. Finalmente, para obtener el porcentaje de
interaccion se comparo con la union de colinesterasas con un control negativo

de Sefarosa.

Tabla 3. Estructura de Oligosacaridos reconocidos por las lectinas

utilizadas
Mombre Abr. Reconoce Estructura
N’%
Canavalia ensiformis lectin Con A MN-glicanos N
(Concanavalin A) Manosa
e
Lens culinaris Agglutinin LCA N-glicanos N
(Lentil lectin) Fucosa con
manosa
2
Rﬂaﬁ-
Triticum vuigaris Agglutinin WGEA Fu{.l’-.'acrosamr'na
Acido sialico Muchos N ¥ O-glicanos
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6.7. Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + D.E. de cinco experimentos
independientes realizados por duplicado. La comparacion multi-grupos se
realizé6 con la prueba de ANOVA vy el andlisis entre los grupos mediante la
prueba de Tukey. Todos los calculos estadisticos se analizaron mediante el
software GraphPad Prism 5 software. Una P<0.05 se considero

estadisticamente significativa.

7. RESULTADOS

6.1 Efecto de nicotinamida sobre el peso corporal, consumo de alimento

y bebidas en ratas suplementadas con fructosa.

La administracion de fructosa al 40% disuelta en el agua de beber durante
dieciséis semanas provoc6é aumento del 30% del peso corporal comparado con
el grupo control, esta diferencia fue estadisticamente significativa. Los grupos
que consumieron fructosa mas el tratamiento de NAM a las diferentes
concentraciones se observdé que un decremento (60%) del peso corporal
comparado con el grupo de fructosa, esta diferencia también fue
estadisticamente significativa en las tres concentraciones de NAM (5, 10 y
15mM). El grupo que so6lo consumié NAM (5mM) no mostré cambios en la
ganancia de peso corporal, sus valores fueron similares al grupo control.
(Figura 1)
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Grupos

Figura 1. Efecto de nicotinamida sobre la ganancia de peso corporal
inducido por fructosa. Las barras representan la media + DS de 5
experimentos independientes por grupo. Analisis de ANOVA de una via con
una comparacion de grupos por Tukey. *P<0.05, **P<0.01 con respecto al
grupo de fructosa.

Se observé una disminucion del 30% en el consumo de alimento en el grupo
suplementado con fructosa 40%; asi como en los grupos que recibieron NAM a
las diferentes concentraciones, comparando con el grupo control. El grupo de
NAM 5mM tuvo una tendencia a aumentar el consumo de alimento en
comparacion con el grupo control, sin encontrarse significancia estadistica.

(Figura 2)
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Grupos

Figura 2. Efecto de NAM sobre el consumo de alimento. Las
barras representan la media + DS de 5 experimentos
independientes. Analisis de ANOVA de una via y comparacion de
grupos por Tukey. P<0.0001 (****)

En cuanto al consumo de liquidos, los resultados muestran un decremento
significativo del 20% en el grupo de fructosa con respecto al grupo control. Los
grupos que recibieron fructosa y el tratamiento de NAM presentaron un

comportamiento similar al grupo de fructosa (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de NAM sobre el consumo de bebida. Las
barras representan la media * DS de 5 experimentos
independientes. Analisis de ANOVA de una via y comparacion de
grupos por Tukey. P<0.001 (****)

Cuando se comparé el consumo de NAM entre los grupos que consumieron el
carbohidrato y la vitamina a las diferentes dosis se observé un decremento
significativo del 20% durante el tiempo que dur6 el estudio con respecto al

grupo control de NAM 5 mM (Figura 4).
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Grupo

Figura 4. Efecto sobre el consumo de NAM. Las barras
representan la media + DS de 5 experimentos
independientes. Andlisis de ANOVA de una via vy
comparacion de grupos por Tukey. P<0.05 (*) y P<0.0001

(****)

En cuanto a las calorias consumidas en los diferentes grupos, el analisis
demostré que el grupo de fructosa incrementd significativamente el aporte
calérico (20%) Los grupos que consumieron ademas de la fructosa el
tratamiento de NAM a las diferentes dosis no mostraron diferencias con
respecto al grupo de fructosa. Tampoco se observaron diferencias significativas
en el grupo que recibié solo NAM 5mM en comparacion con los demas grupos

(Figura 5).
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Figura 5. Efecto de fructosa sobre la ingesta caldrica. Las barras
representan la media + DS de 5 experimentos independientes.
Andlisis de ANOVA de una via y comparacion de grupos por Tukey. P
< 0.0001 (****),

6.2 Efecto de nicotinamida sobre el perfil de lipidos y transaminasas en

suero de ratas suplementadas con fructosa

Dentro del perfil lipidico que se evaluo en el suero de las ratas se observo, que
el grupo de fructosa incrementé significativamente LDL (10%), TG (50%),
acidos grasos libres (90%) y acidos grasos hepaticos (100%). comparado con
el grupo control. Ademéas se observd disminucion en HDL (10%) sin ser

significativo. Todos estos cambios en relacion al grupo control. (Tabla 1)

El grupo de fructosa con NAM 10mM disminuy6 50% de acidos grasos
hepaticos y circulantes con respecto al grupo de fructosa, diferencia

estadisticamente significativa. Ademas, F+NAM 5 y F+15mM también
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disminuyeron los &cidos grasos hepaticos y circulantes, 35 y 30%,

respectivamente (Tabla 1).

Otros efectos benéficos fueron observados en los grupos que ademas del
consumo del carbohidrato fueron suplementados con la vitamina, destacando;
disminucion del 40% del colesterol total a la dosis de 15 mM, asi como

aumento del 10% en las HDL a las dosis de 5y 10 mM. (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil Lipidico

Control NAM 5mM Fructosa F+NAM F+NAM F+NAM
40% 5mM 10mM 15mM
Colesterol total
(mg/dL) .
86.5+4.9 9316.2 101.2+11.7 97.25+10.7 100+4.1 66.216.6
HDL (mg/dL) 57.5%9.5 49.33%+1.5 47.25%4.2™ 5313.7 53.31+2.5 34.7545.3"
LDL (mg/dL) 21.542.1 20+2.4 29.445.5" 31+4.2 33.818.5 24.17+3.9
TAG (mg/dL) 68.25+3.7 129.3%51.7 144+36.1"*" 128+42.5 94.5+2.9" 121+4.96
AGL séricos 2.6210.3 2.4+0.6 4.0£0.6 2.26+0.1" 2.25+0.4" 1.52+0.4"
(nmol/uL)
AGL hepaticos
(nmol/uL)
1.08+2.4 1.59+0.1 13.61+1.8"""" 9.58+1.7" 6.52+1™" 8.76+0.4™"
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Se incluyé dos marcadores séricos de dafio hepético, ALT y AST. El analisis
estadistico demostré que las actividades de las transaminasas del grupo de
fructosa aumentaron aproximadamente 20% comparado con el grupo control.
Los grupos que ademas del carbohidrato consumieron NAM en las diferentes
concentraciones, AST disminuy6 dosis dependiente; ya que a la dosis 5mM el
decremento fue de 15%, a la dosis 10mM el decremento correspondi6 al 30%
y con 15mM de NAM fue del 50% comparado con el grupo de fructosa.

(Figura 6a).

Para ALT; la disminucién dentro de los grupos que ademas del carbohidrato
recibieron tratamiento de NAM fue homogénea, todas las dosis disminuyeron

aproximadamente 35% (Figura 6b).
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Figura 6. Efecto de NAM sobre transaminasas séricas: a) AST,
b) ALT en animales expuestos a fructosa por 4 meses. Los
valores representan la media de 5 experimentos independientes
por grupo de estudio.

6.3 Efecto de nicotinamida sobre la presion arterial de ratas
suplementadas con fructosa

El registro de la presion sistdlica y diastolica mostr6 que el consumo de
fructosa elevé 20% la presion con respecto al grupo control. Ademas, los
grupos a los cuales se dio de beber fructosa mas el tratamiento de NAM en las
concentraciones 5 y 10 mM se observé decremento en la presion arterial

aproximadamente del 25% comparando con el grupo de fructosa (Tabla 2).
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Presion Sistolica y Diastolica

Sistdlica Diastdlica
Control 136.5+9.19 99.5+13.44
NAM 5mM 144.33+4.62 110.3346.81
Fructosa 40% 160.33+5.65 121.67¢5.01 *
Fructosa+NAM 5mM 124.75+10.47 93.25+6.99 ***
Fructosa+NAM 10mM 140.7514.19 102.2549.39 **
Fructosa+NAM 15mM 143.25+4.27 108.75+6.95

Tabla 2. Efecto de NAM sobre presion sistolica y diastélica en el modelo
de SM. Los valores representan la media de 5 experimentos independientes
por grupo de estudio.

6.4 Efecto de nicotinamida sobre la tolerancia a la glucosa en ratas
suplementadas con fructosa.

El grupo de animales suplementados con fructosa obtuvo valores de glucosa
circulante mas altos en comparacibn con los demas grupos de
experimentacion; la determinacion reporto que a los treinta minutos de la
prueba se observo el pico mas alto y en este mismo grupo el descenso en
cuanto a los valores posteriores fue mas lento; restableciéndose a valores

semejantes a los demas grupos a los noventa minutos de la prueba.
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Finalmente a los ciento veinte minutos todos los grupos experimentales
reflejaron valores similares. Cabe destacar que los grupos que obtuvieron los
valores mas bajos (50% aproximadamente) fueron los tratados con NAM 5mM.

(Figura 7)
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Figura 7. Efecto de NAM sobre el manejo de la glucosa en animales
expuestos a fructosa por 4 meses. Los valores representan la media
de 5 experimentos independientes por grupo de estudio.
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6.5 Efecto de nicotinamida sobre los niveles de insulina plasméatica en
ratas suplementadas con fructosa.

El contenido de insulina plasmatica en el grupo suplementado con fructosa tuvo
un incremento de 50% en comparacién con el grupo control. Por otro lado el
tratamiento con NAM mostro una tendencia a reducir los niveles de insulina
plasmatica comparando con el grupo de fructosa, sin embargo no fue
estadisticamente relevante. También se observa que el grupo control de NAM 5

mM solo; tuvo valores similares a los del grupo control. (Figura 8)

2.0

1.5

1.09

insulina (ng/mL)

Control NAM Fructosa F+NAM 5mM F+NAM 10mM F+NAM 15mM

Grupos

Figura 8. Efecto de NAM sobre los niveles de insulina
plasmatica. Las barras representan la media = DS de 5
experimentos independientes. Andlisis de ANOVA de una via y
comparacion de grupos por Tukey. P<0.05 (*)

6.6 Efecto de nicotinamida sobre marcadores de inflamacién en ratas
suplementadas con fructosa.

El contenido sérico de TNF-a en el grupo suplementado con fructosa mostroé un
incremento en un 40% comparado con el grupo control. También, se observo

una disminucion dosis dependiente en los grupos que ademas de fructosa
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recibieron el tratamiento de NAM a las diferentes concentraciones. Respecto al
grupo control de NAM 5mM; se observaron valores similares al control, sin

embargo en ambos casos la diferencia no fue significativa (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administracion de NAM en ratas
suplementadas con fructosa sobre los niveles de TNF-a. Las
barras representan la media + DS de 5 experimentos independientes.
Andlisis de ANOVA de una via y comparacion de grupos por Tukey.
P<0.05 (*)

En cuanto al contenido en suero de la interleucina-6, este marcador de
inflamacion tuvo un comportamiento similar al TNF-a, siendo mayor en el grupo
suplementado con fructosa en comparacién con el grupo control. Sin embargo,
no hubo una diferencia estadisticamente significativa dada la dispersién de los
datos reportados. Por otro lado, el tratamiento de NAM a la concentracién
10mM mostré una disminucion cercana a un 50% en comparacion con el grupo

de fructosa. El tratamiento de NAM 15mM no tuvo efectos en comparacion con
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el grupo de fructosa. Cabe mencionar que en este ensayo no se pudo realizar

la cuantificacion de IL-6 en el grupo de fructosa-NAM 5mM (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de NAM en ratas suplementadas con fructosa
sobre los niveles de IL-6. Las barras representan la media = DS de 3
experimentos independientes. Analisis de ANOVA de una via y
comparacion de grupos por Tukey. P<0.05 (*)

6.7 Efecto de nicotinamida sobre la actividad de esterasas circulantes en
ratas suplementadas con fructosa.

La actividad especifica de la actividad acetilcolinesterasa en el grupo de ratas
suplementadas con fructosa se duplico en comparacién con el grupo control.
En cuanto a los grupos que ademas de fructosa tuvieron tratamiento de NAM,
se observd una disminucion en la actividad de esta enzima; siendo la més
destacada el grupo de fructosa-NAM 10mM, en la cual se mostr6é una reducciéon

en un 70% su actividad en comparacion con el grupo de fructosa (Figura 11).
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Los grupos de NAM 5mM, fructosa mas NAM 5mM y fructosa mas NAM 15mM

tuvieron valores muy similares en la actividad de esta enzima (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de NAM en ratas suplementadas con fructosa
sobre la actividad sobre la actividad de acetilcolinesterasa. Las
barras representan la media * DS de 5 experimentos
independientes. Analisis de ANOVA de una via y comparacion de
grupos por Tukey. P<0.05 (*). Una unidad (U) representan la
hidrdlisis de 1 ymol/h/mg.

La actividad de la butirilcolinesterasa en el grupo suplementado con fructosa,
mostré un aumento en comparacion con el grupo control, sin embargo no tuvo
significancia segun la prueba estadistica. En los grupos que ademas de
fructosa recibieron el tratamiento con NAM mostraron una actividad por debajo
de la mostrada con el grupo de fructosa, alrededor en un 50% menos en los

que recibieron el tratamiento de 5 y 15mM. El grupo que recibi6 NAM a
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concentracion de 10mM mostré una disminucion en la actividad alrededor de
un 70% en comparacion con el grupo de fructosa. Estos valores fueron
semejantes a los reportados al grupo control y al control de NAM 5 mM (Figura

12).
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Figura 12. Efecto de NAM en ratas suplementadas con fructosa
sobre la actividad butirilcolinesterasa. Las barras representan la
media + DS de 5 experimentos independientes. Analisis de ANOVA
de una via y comparacién de grupos por Tukey. P<0.05 (*). Una
unidad (U) representan la hidrdlisis de 1 ymol/h/mg.

La actividad de PON-1 en el suero de las ratas alimentadas con fructosa
tratadas con NAM tuvo un comportamiento opuesto al descrito previamente en
las colinesterasas. Primeramente; cabe sefalar que en el grupo de fructosa, la
actividad de PON-1 fue baja en comparacién con el grupo control en un 25%, y
tal como, se esperaba los grupos que recibieron el tratamiento a las diferentes
dosis de NAM tuvieron una tendencia a incrementar la actividad de esta

enzima. Las dosis que tuvieron un efecto mas positivo fueron la de 10 y 15mM
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respectivamente, con un aumento en un 20% en comparacion al grupo de

fructosa, siendo significativo dicho aumento (Figura 13).
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Control NAM5 Fructosa 40% F-NAM 5mM F-NAM 10mM F-NAM 15mM

Figura 13. Efecto de NAM en ratas suplementadas con fructosa sobre la
actividad de paraoxonasa-1 (sustrato paraoxon). Las barras representan la
media + DS de 4 experimentos independientes. Analisis de ANOVA de una
via y comparacion de grupos por Tukey. P<0.05 (*).Una unidad (U)
representan la hidrolisis de 1 ymol/h/mg.

6.8 Efecto de nicotinamida sobre la glicosilaciéon de colinesterasas
circulantes en ratas suplementadas con fructosa.

Mediante la interaccion con lectinas de alta especificidad que permiten el
reconocimiento de manosa (Con-A), manosa asociada a centros de fucosa
(LCA) y N-acetilglucosamina y acido sialico (WGA) se pudo conocer el tipo de
carbohidrato que permanece unido a las colinesterasas seéricas en condiciones
de sindrome metabdlico y como se modifica cuando se administra NAM en las

diferentes dosis. Mediante la interaccion colinesterasa-lectina que presentaron
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las muestras con las diferentes lectinas, se pudo establecer un patron de

glicosilacion que efectivamente fue cambiante con las diferentes condiciones.

En el caso de la acetilcolinesterasa, se observd que mediante la interaccion
con la lectina Con-A que reconoce a las manosas, tanto el grupo de fructosa
como los tratados con NAM no experimentaron cambios en cuanto a la

interaccion todas se mantuvieron en un mismo rango (Figura 14).

La interaccion de las muestras con la lectina de lenteja (LCA) mostré que el
grupo control, el grupo con fructosa y el grupo con fructosa y NAM 10mM
tuvieron una interaccion similar, y que no tuvo cambios con un porcentaje de
80% aproximadamente, los tres grupos restantes tuvieron una interaccion por

debajo de un 50% (Figura 14).

Lo méas destacado del perfil de glicosilacion en el caso de acetilcolinesterasa
fue cuando se colocé la muestra con la lectina de trigo (WGA), la cual tuvo un
efecto sobre el grupo de fructosa al perder la interaccién aproximadamente en
un 80% en comparacion con el grupo control. A los grupos que ademas del
carbohidrato se les administr6 NAM se observé un aumento en la interaccion
principalmente a las dosis de 5 y 15 mM asemejando se a los valores obtenidos

por el grupo control (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de NAM sobre la glicosilacién de AChE plasmatica en el
modelo de sindrome metabdlico inducido por fructosa. Las barras
representan la media + DS en valores porcentuales de 4 experimentos
independientes.

En cuanto a la proteina butirilcolinesterasa, utilizando las mismas lectinas se
observé que de igual forma existen cambios en el porcentaje de interaccion
lectina-proteina 'y estos representan a los diferentes tratamientos,
principalmente las proteinas que interaccionaron con la lectina de lenteja (LCA)
donde se observan los cambios mas contundentes y significativos; el grupo de
fructosa y los dos grupos tratados con NAM 5 mM mostraron una disminucién
aproximadamente en un 50% en comparacion con el grupo control.

Posteriormente, los grupos tratados con NAM 10 y 15 mM favorecieron la
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interaccion nuevamente con la lectina y recuperaron los valores asemejandose

al control (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de NAM sobre la glicosilacion de BuChE plasmatica
en el modelo de sindrome metabdlico inducido por fructosa. Las barras
representan la media £+ DS en valores porcentuales de 4 experimentos
independientes.
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8. DISCUSION
El presente estudio muestra evidencias que el consumo crénico de fructosa al
40% en el agua de beber provoca un conjunto de alteraciones metabdlicas
propios del sindrome metabdlico incluidos, ganancia de peso, hiperinsulinemia,
dislipidemia y aumento de presion arterial. Estas modificaciones metabdlicas se
presentaron junto con el aumento de la actividad y decremento del patrén de
glicosilacion de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, asi como el
decremento de la actividad de la paraoxonasa 1. El estudio ademas demostro
que la administracion de NAM disminuyé las alteraciones metabdlicas
inducidas por fructosa manifestandose en decremento de las actividades y
restablecimiento del perfil de glicosilacion de la acetilcolinesterasa y

butirilcolinesterasa, asi como del aumento de la actividad de la paraoxonasa 1.

La ingesta alta de carbohidratos con alto contenido de fructosa se asocia con
ganancia de peso en el humano (43, 44); y en modelos experimentales; lo cual
estd acorde con la ganancia de peso en el modelo de sindrome metabdlico
inducido por fructosa. El efecto de fructosa sobre la ganancia de peso puede
explicarse: 1) rapida absorcion por los enterocitos a nivel de yeyuno y duodeno
mediante el transportador especifico de fructosa, GLUT 5 (32). En circulacion,
fructosa ingresa al higado vena porta a través de los transportadores GLUT 2,
5 y 8, éste Ultimo asociado con micro y macrovesiculas lipidicas. 2)
metabolismo acelerado por falta de control por el estado de energia hepatica
(32). En higado, la fructosa es fosforilada por la fructocinasa, enzima no

regulada, que lleva a que la fructosa 1 fosfato dependa de la cantidad de
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fructosa que ingresa al higado. 3) tampoco existe via para la desfosforilacion
de fructosa 1 fosfato; por lo que la exposicion del higado a la fructosa, lo obliga
a introducirla en las vias metabdlicas. Tanto la glucosa y la fructosa generan
triosas fosfatos (dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido 3 fosfato) produciendo
piruvato e inmediatamente formacién de Acetil CoA (AcCoA). 4) y sobrecarga
de AcCoA. Debido a que las reacciones entre las triosas fosfatos y la glucosa
son reversibles, un destino de la fructosa es su conversion a glucosa y
produccion de glucégeno 6 liberacion de la glucosa al torrente circulatorio. Un
punto clave y decisivo para la célula es el destino de AcCoA; cuando se
necesita como fuente de energia es metabolizada por las mitocondrias para
producir ATP. En el caso de que el suministro de energia sea abundante,
AcCoA se desvia a la sintesis de acidos grasos de novo y posteriormente los
acidos grasos se incorporan en triacilglicéridos. Durante el procesamiento de
triacilglicéridos, se pueden crear lipidos derivados del exceso de &cidos grasos
tipo lisofosfatidilcolina, implicados en la lipotoxicidad hepatocelular y desarrollo
de la eteatohepatitis no alcohdlica. Los triacilglicéridos formados a partir de
acidos grasos de novo pueden ser secretados como VLDL (lipoproteinas de
muy baja densidad), por esta via el exceso de fructosa contribuye a la
hipertrigliceridemia. La formacién y secrecion de las VLDL es un proceso
complejo y cuando se dafia, los triacilglicéridos producidos a partir de la
fructosa se acumulan en los hepatocitos en forma de gotas lipidicas y
manifestado como esteatosis. Con esta apreciacion, los estudios recientes
demuestran que el consumo crénico de fructosa aumenta la sintesis de acidos

grasos mediante la activacion del factor transcripcional SREBP-1 (Proteina de
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union al elemento regulador de esteroles-(SREBP-1), el cual aumenta la
sintesis de enzimas lipogénicas: la sintasa de acidos grasos, acetil-CoA
carboxilasa y esterol-CoA desaturasa. Ademéas de sobre expresar al factor
transcripcional ChREBP (Proteina de union al elemento de respuesta de
carbohidratos) que junto con SREBP-1 aceleran el efecto de lipogénico
inducido por fructosa (33). Con estas evidencias se justifica la ganancia de
peso y la dislipidemia del grupo de ratas que consumieron fructosa al 40% por

120 dias.

La homeostasis energética, dado por el balance entre apetito y saciedad, se
lleva a cabo mediante sefiales hormonales entre insulina, leptina, grelina y el
neuropéptido Y (NPY) a nivel de sistema nervioso central (SNC) y periférico. El
incremento de glucosa plasmatica postprandial estimula las células B-
pancreaticas liberando y sintetizando insulina, que permite la captacion de
glucosa por oOrganos y tejidos insulinodependientes. La glucosa ademas,
incrementa las concentraciones de leptina circulante enviando sefiales de
saciedad al SNC. De forma alterna la insulina regula la adiposidad al frenar la
ingesta caldrica y fomentar el gasto energético en conjunto con el NPY e
inducir posteriormente la produccién de leptina por el tejido adiposo. La funcion
de leptina es inhibir la ingesta e incrementar el gasto energético. La grelina,
hormona orexigénica, regula el comportamiento alimentario incrementando el
NPY y a la AgRP (Proteina relacionada con aguti) a nivel de hipotalamo
desencadenando el inicio de la ingesta. Posterior a la ingesta de glucosa

grelina disminuye, con fructosa la sefial de grelina no es suprimida del todo,
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contribuyendo a una ganancia de peso corporal al incrementar la ingesta
energeética en respuesta a una baja secrecion de insulina y leptina, asi como
disminucién de la supresion postprandial de grelina provocada por el consumo

de fructosa (36).

No obstante que no se observd hiperglucemia en el grupo con fructosa, la
determinaciéon de insulina demostr6 que los animales cursan con
hiperinsulinemia compensatoria junto con alteracion en la prueba de tolerancia
a la glucosa al minuto 30 y 60 con valores altos de glucosa. El incremento de
apoB durante el metabolismo de la fructosa, ocasiona que haya un decremento
de su degradacion y acumulacion en reticulo endoplasmico hepatico activando
la cascada de sefalizacion inflamatoria 101B cinasa/NF-[1B. El encendido de la
via induce la activacion de la via glucégeno sintasa y de la proteina cinasa
activadora de mitogeno-7 (MKK7) mediante JNK (c-jun N-terminal cinasa)
suprimiendo la sefalizacion de la insulina, debido a la fosforilacion en residuos
de serina del sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) ocasionando
resistencia a la insulina. Por otra parte, el aumento de diacilglicerol puede
activar a la proteina cinasa C (PKC) que disminuye la fosforilacién en residuos
de tirosina y aumenta la fosforilacion en residuos de serina del receptor de
insulina y IRS-1, lo que ocasiona una baja actividad en la via de sefalizacion
de PI3K/Akt, impidiendo llevar a cabo la sefializacidén correcta para translocar a
los transportadores de glucosa a la membrana plasmatica inhibiendo asi su

captacion (33). Esto explica la baja captacion de glucosa en tejidos y érganos
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insulinodependientes al tiempo 30 y 60 minutos durante la prueba de la

tolerancia a la glucosa.

Otra alteracion metabdlica inducida por el consumo de fructosa es la sintesis
de acido drico. El aumento intracelular de acido drico induce disfuncion
endotelial relacionado con disminucion de la masa mitocondrial y de la
produccion de ATP manifestandose en hipertension y enfermedad vascular y
renal (40). Estas evidencias justifican el incremento de la presién arterial en el
grupo de fructosa. Durante la fosforilacion de la fructosa ocurre una caida en
las concentraciones del fosfato intracelular y de ATP (14-16). El decremento del
fosfato intracelular estimula la actividad de la desaminasa dependiente de AMP
(AMPD), que cataliza la degradacion de AMP para el mono fosfato de inosina y
finalmente acido urico (15). Evidencias previas han mostrado que la AMPD
contrarresta los efectos de la AMPK (26,27). En hepatocitos induce la oxidacién
de &cidos grasos y la generacion de ATP, la AMPD tiene efectos opuestos. La
administracion de compuestos con accidén antioxidante estimula que la AMPK
baje la presién arterial, aboliendo la produccion de especies reactivas de

oxigeno al regular negativamente la NADPH oxidasa (53).

El metabolismo de fructosa genera especies reactivas de oxigeno que provoca
una disminucion del glutation reducido favoreciendo la lipoperoxidacion (55) y
produccion de citosinas pro inflamatorias, mediante el factor nuclear Kappa B
(NFkB). Los resultados del presente estudio confirmaron que el SM inducido

con fructosa indujo una inflamacion sistémica de bajo grado, asi confirmado por
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aumento de IL-6 y TNF-a. La sobre produccion de citosinas pro-inflamatorias es

caracteristica importante de la obesidad y enfermedades metabdlicas (46).

La ingesta alta y cronica de carbohidratos activa la via de las pentosas, debido
a que via aporta NADPH para la sintesis de acidos grasos de novo. La enzima
que cataliza la reduccion de NADP* es la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.
Ademas de generar NADPH también incrementa en pasos avanzados de la via
fructosa 6 fosfato, que puede ingresar a la via de las hexosaminas. La fructosa
via sorbitol contribuye en la activacién de la via de las hexosaminas, debido a
que la formacion de la glucosamina 6 fosfato proviene exclusivamente de la
fructosa 6 fosfato y la glutamina, mediante una reaccién irreversible catalizada
por la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFA), enzima que regula
la via. La glucosamina-6-fosfato a través de tres reacciones subsecuentes,
finalmente da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y a la UDP-N-
acetilgalactosamina, que se utilizan en la formacion de las glicoproteinas y los
proteoglicanos. ElI aumento del flujo a través de esta via pudiera alterar el
patrén de glicosilacion de las colinesterasas que se puede reflejar en aumento

de sus actividades e impedir su degradacion.

El aumento en la actividad de las colinesterasas también se relaciona con la
inflamacion ya que el neurotransmisor acetilcolina (ACh) al unirse a su receptor
nicotinico en la subunidad a7 de los macrofagos actia como una molécula
antiinflamatoria (27) evitando la produccién y liberacibn de citocinas pro
inflamatorias, la sobre actividad de las colinesterasas evita que ACh lleve a

cabo su actividad antiinflamatoria favoreciendo la inflamacion sistémica y local.
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Nuestros resultados en cuanto a la disminucion en la actividad de PON-1
correlacionan con los reportados en numerosos experimentos donde
prevalecen alteraciones metabdlicas, DT2, enfermedad cardiovascular y
obesidad (16, 18, 19, 48), se cree que al disminuir las HDL disminuye la enzima
y esto se ve reflejado en la actividad. Creemos que la fructosa es un factor
exdgeno encargado de modular el efecto protector y antioxidante de la PON-1.
La actividad baja de PON-1 puede ser utilizada como un factor de riesgo
considerable para predecir la enfermedad arterial coronaria, si bien también se
sabe que la actividad de esta enzima desciende conforme pasan los afios (42).
Ademas, se trata de una glicoproteina que probablemente al igual que las
colinesterasas pueda experimentar alteraciones en su patron de glicosilacion

afectando de igual forma su actividad.

El dafio celular hepatico ocasionado por el consumo de fructosa se observé al
evaluar las transaminasas, las cuales correlaciona con trabajos desarrollados
con el modelo de fructosa; a una concentracion menor pero durante un lapso
de tiempo mayor, la permeabilidad de la membrana se ve modificada por el
exceso de especies reactivas de oxigeno que genera el metabolismo celular y
la inflamacién hepatica dada por TNF-a, permite que diferentes moléculas sean
llevadas a circulacién, ALT y AST se consideran como los principales
marcadores de dafio hepatico (38). El uso de NAM que actia como
antiinflamatorio mediante la inhibicion de PPAR-y y sobre TNF-a lo que resulta
en la proteccién celular y en una disminucién en los niveles de transaminasas

circulantes (39)
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NAM como adyuvante en las enfermedades metabdlicas constituye un enfoque
novedoso en donde la investigacion ha permitido conocer su capacidad
antilipémica mediante el aumento de la coenzima NAD+ la cual se sabe actua
sobre un grupo de desacetilasas de histonas llamadas sirtuinas (SIRTs, del
inglés; Silent mating type Information Regulation two) las cuales juegan un rol
importante en la homeostasis de lipidos y de la glucosa mediante la biogénesis
mitocondrial y la beta-oxidacion mediante la desacetilacion del receptor de
activacion de proliferacion del peroxisoma (por sus siglas en inglés: PPAR)
sensor principal de dafio al genoma. A nivel de SNC las sirtuinas regulan la
homeostasis de la glucosa inhibiendo la produccién de glucosa hepatica y
aumentando la sensibilidad a la insulina, la sobre expresion de SIRT-1 suprime
al factor nuclear kappa-B (NFkB), que protege a las células beta-pancreéticas,
y se ve reflejado también en la disminucion de la inflamacion sistémica

mediante los marcadores contemplados (37).

Ademas de poseer actividad anti-inflamatoria disminuyendo el estrés oxidante
mediante la activacion de sistemas antioxidantes como el glutation y el
citocromo P450, los cuales utilizan a las coenzimas para poder efectuar su
accion en contra de las especies reactivas de oxigeno y los compuestos
téxicos. Esto promueve la proteccion ante las complicaciones cardiovasculares,

la disfuncién endotelial y la hipertensién (35, 37).

La accion de NAM por la cual disminuye la actividad de las colinesterasas y
aumenta la actividad de PON-1 en el modelo de SM aun no es esclarecida,

requiere mas estudios; sin embargo podemos inferir que el efecto inhibidor
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hacia la PARP y a las sirtuinas son mecanismos claramente involucrados.
Ademéas NAM siendo precursor de NAD+ influye en los sistemas antioxidantes
controlando las especies reactivas que ocasionan dafio a las proteinas y al

DNA.

En este contexto PARP responde al dafio del DNA y utiliza como sustrato a la
coenzima NAD+ para ADP-ribosilar enzimas involucradas en la reparacion del
DNA, pero también a otras proteinas como PPARYy el cual al ser ribosilado
pierde afinidad por el DNA reduciendo la transcripcion de genes blanco y a su
vez conduce a la activacion de AMPK; frenando la lipogénesis a través de
inhibir a SREBP o de reactivar a PARP evitando la sintesis de enzimas

lipogénicas. Principal desajuste metabdlico.

Es por ello que nuestros resultados muestran mejoramiento al consumir bajas
dosis de NAM que proporciona un aumento en la poza de NAD+ teniendo un
efecto protector en diversos parametros donde el consumo de fructosa

ocasiono alteraciones metabdlicas.

9. CONCLUSION
El modelo de sindrome metabdlico inducido en ratas Sprague Dawley por la
administracion de fructosa al 40% en agua beber, es reproducible, y altera tres
de los cinco factores de riesgo estipulados para el diagndstico clinico en
humanos. La dislipidemia, la hipertension y las alteraciones en la actividad de

enzimas contribuyen a la progresion de enfermedades cronico degenerativas.
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Estos factores estdn asociados al sindrome metabdlico, como la inflamacién
sistémica de bajo grado la cual juega un papel importante en el establecimiento
y desarrollo de la patologia.

El consumo de fructosa produjo un aumento significativo en la actividad
especifica de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa en suero,
probablemente para regular los niveles de acetilcolina circulante, y asi evitar
que ejerza su propiedad anti-inflamatoria a través de los macréfagos. Ademas
provoco una disminucién en la actividad especifica de paraoxonasa-1
favoreciendo la dislipidemia y generando estrés oxidante mediante el
descontrol de LDL-oxidadas.

El tratamiento con NAM mejora y regula las alteraciones dadas por el consumo
de fructosa actuando como una molécula anti-lipémica y anti-inflamatoria, en
las alteraciones metabolicas.

Es importante estudiar la vinculacion entre la sefializacion colinérgica con la
actividad metabolica y la respuesta inflamatoria, ya que las esterasas podrian
ser un blanco terapéutico para evitar las complicaciones del sindrome
metabolico.

Es importante vislumbrar el mecanismo por el cual nicotinamida ejerce un
efecto benéfico sobre los parametros analizados y sobre la actividad de estas
esterasas, ello contribuiria a considerarla como un adyuvante en la patologia
del sindrome metabdlico, ya que constituye un enfoque fundamentado teorica y

experimentalmente, que por ser accesible e innovador conviene investigar.
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