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ABREVIATURAS 

ACC: acetil-CoA carboxilasa 

Acetil-CoA: acetil coenzima A 

ACGL: ácidos grasos libres 

ADNc: ADN complementario 

AL: ácido lipoico  

ALT: alanina aminotransferasa  

AST: aspartato aminotransferasa 

AMPK: proteína quinasa activada por AMP 

C: grupo control 

ChREBP: proteína de unión a elementos reguladores de carbohidratos (del 

inglés carbohydrate regulatory element-binding protein) 

CK: ciclo de Krebs 

CL: control + ácido lipoico 

COX2: ciclooxigenasa 2 

CPT-1: carnitina-palmitoiltransferasa 1  

DAB: diaminobenzidina  

DHA-P: dihidroxiacetona-fosfato  

DMT2: diabetes mellitus tipo 2  

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazina  

DRF: dieta rica en fructosa  

ECL: electroquimioluminiscencia  

EO: estrés oxidativo  

F: grupo tratado con fructosa 



 

  

 

F-1-P: fructosa-1-fosfato  

FAS: sintasa de ácidos grasos (del inglés fatty acid synthase) 

FL: grupo tratado con fructosa + ácido lipoico 

FO: fosforilación oxidativa 

FQ: fructoquinasa  

G-3-P: glicerladehído-3-fosfato 

Gl-6-Pasa: glucosa-6-fosfatasa 

Gl-6-PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

GLUT: transportador de glucosa (del inglés glucose transporter) 

GPAT: glicerol-fosfato-acil-transferasa 

GPx: glutatión peroxidasa 

GQ: glucoquinasa 

GR: glutatión reductasa 

GSH: glutatión reducido 

GSSG: glutatión oxidado 

HOMA-IR: modelo de determinación homeostático de insulinorresistencia 

(del inglés homeostatic model assessment-insulin resistance) 

IL: interleuquina  

IR: insulinorresistencia  

IRS: sustrato del receptor de insulina (del inglés insulin receptor substrate) 

ISHI: índice de sensibilidad hepática a la insulina 

LASY: ácido lipoico sintetasa  

LDH: lactato deshidrogenasa 

MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos 

MDH: malato deshidrogenasa 



 

  

 

NAFLD: esteatohepatitis no alcohólica (del inglés non-alcoholic fatty liver 

disease)  

NEFA: ácidos grasos no esterificados (del inglés non-esterified fatty acids) 

NFκβ: factor nuclear kappa-B (del inglés nuclear factor kappa-B) 

PAI-1: inhibidor del activador del plasminógeno-1 (del inglés plasminogen 

activator inhibitor-1) 

PDH: piruvato deshidrogenasa  

PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa  

PFK: fosfofructoquinasa (del inglés phosphofructo-kinase) 

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa  

PK: piruvato quinasa 

PPAR: receptor de peroxisomas activado por proliferación (del inglés 

peroxisome proliferator-activated receptor) 

PTP1B: proteína tirosina fosfatasa 1B  

qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés 

quantitative polymerase chain reaction) 

RI: receptor de insulina 

ROS: especies reactivas del oxígeno (del inglés reactive oxygen species) 

SOD: superóxido dismutasa 

SREBP 1c: proteína de unión a elementos reguladores de esteroles 1c (del 

inglés sterol regulatory element-binding protein 1c)  

TBARS: sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

TCA: ácido tricloroacético 

TG: triglicéridos  

TGA: tolerancia a la glucosa alterada  

TLR: receptor tipo Toll (del inglés Toll-like receptor)  



 

  

 

TNFα: factor de necrosis tumoral α (del inglés tumoral necrosis factor α)  

UCP2: proteína desacoplante mitocondrial 2 (del inglés uncoupling protein 

mitocondrial 2) 



 

 I 

ÍNDICE 

Página 

1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Diabetes y pre-diabetes……………………………….…. 2 

1.2. Condicionantes genéticos y ambientales………………... 3 

1.3. Alimentación no saludable: dietas ricas en fructosa……. 5 

1.4. Metabolismo de la fructosa en el hígado……………….. 7 

1.5. Mecanismos  moleculares  de la IR y su  relación  con el 

consumo de fructosa…………………………………............ 

 

14 

1.6. Diabetes e inflamación………………………………….. 17 

1.7. Estrés oxidativo y dieta rica en fructosa………………... 20 

1.8. Ácido lipoico y dieta rica en fructosa………………....... 24 

1.9. Hipótesis de trabajo y objetivos……………………........ 29 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.1. Reactivos empleados………………………………......... 32 

2.2. Grupos experimentales………………………………….. 33 

2.3. Determinación de parámetros séricos…………………... 34 

2.4. Curva de tolerancia oral a la glucosa………………........ 37 

2.5. Expresión    génica    mediante    PCR   en   tiempo   real 

(qPCR)……………………………………………….……… 

 

37 

2.6. Expresión proteica mediante Western blot……………... 42 

2.7. Actividades enzimáticas………………………………… 46 

2.7.1. Actividad de SOD………………………………. 46 

2.7.2. Actividad de catalasa……………………………. 48 

2.7.3. Actividad de GQ………………………………… 48 

2.7.4. Actividad de Gl-6-Pasa…………………………. 49 

2.7.5. Actividad de Gl-6-PDH…………………………. 50 

2.7.6. Actividad de FQ………………………………… 51 



 

 II 

2.8. Otras mediciones………………………………………... 51 

2.8.1. TBARS en hígado………………………………. 51 

2.8.2. Estimación del contenido de GSH hepático…….. 52 

2.8.3. Proteínas carboniladas........................................... 52 

2.8.4. Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS.. 53 

2.8.5. Determinación de glucógeno hepático………….. 53 

2.8.6. Evaluación   histológica   del   contenido   de  TG 

hepáticos……………………………………………… 

 

54 

2.9. Análisis estadístico de datos……………………………. 54 

 

3. RESULTADOS 
 

3.1. Seguimiento    de    los    animales    en    tratamiento    y 

determinación de parámetros séricos………………………... 

 

56 

3.1.1. Ingesta  de comida  y bebida.  Ganancia  de  peso 

corporal al final del tratamiento………………………... 

 

56 

3.1.2. Determinación de parámetros séricos…………… 57 

3.1.3. Curva de tolerancia oral a la glucosa……………. 58 

3.2. Marcadores de estrés oxidativo…………………………. 59 

3.2.1. Contenido     hepático      de     GSH,      proteínas 

carboniladas y TBARS………………………………… 

 

59 

3.2.2. Expresión  génica  y  proteica  de  SOD1,  SOD2, 

catalasa y GR…………………………………………... 

 

60 

3.2.3. Actividad enzimática de catalasa y SOD……….. 61 

3.2.4. Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS.. 62 

3.3. UCP2, PPARs y NAD(P)H oxidasa…………………….. 63 

3.3.1. Expresión génica y proteica de UCP2 y PPARs... 63 

3.3.2. Expresión    génica   y    proteica   de   NAD(P)H 

oxidasa…………………………………………………. 

 

65 

3.4. Marcadores de inflamación……………………………... 66 

3.4.1. Expresión   génica   de   TNFα,   IL1β,   NFκβ   y 

PAI-1............................................................................... 

 

66 



 

 III 

3.4.2. Expresión proteica de TNFα, Iκβα y COX2…….. 67 

3.5. Metabolismo de carbohidratos………………………….. 68 

3.5.1. Expresión génica de Gl-6-Pasa, Gl-6-PDH, GQ y 

PFK-2…………………………………………………... 

 

69 

3.5.2. Actividad enzimática de Gl-6-Pasa y Gl-6-PDH.. 69 

3.5.3. Expresión proteica de GQ y PFK-2……………... 70 

3.5.4. Actividad  enzimática  de  GQ  en  las  fracciones 

citosólica y nuclear…………………………………….. 

 

71 

3.5.5. Expresión génica de PEPCK y PK……………… 72 

3.5.6. Expresión      génica,     proteica     y    actividad 

enzimática de FQ………………………………………. 

 

73 

3.5.7. Contenido hepático de glucógeno………………. 74 

3.6. Metabolismo de lípidos…………………………………. 75 

3.6.1. Expresión    génica   de   ChREBP,   SREBP   1c, 

CPT-1, FAS y GPAT…………………………………... 

 

75 

3.6.2. Contenido   hepático  de   triglicéridos   mediante 

histología………………………………………………. 

 

77 

3.7. Expresión génica de LASY................................………... 
 

77 

3.8. Señalización de insulina………………………………… 78 

3.8.1. Expresión génica de IRS1 e IRS2………………. 78 

3.8.2. Expresión  proteica  de  RI, IRS1  y su  estado de 

fosforilación en tirosina………………………………... 

 

79 

3.8.3. Expresión proteica de IRS2 y PI3K…………….. 80 

 

4. DISCUSIÓN 
 

4.1. Consideraciones generales y parámetros séricos……….. 83 

4.2. Marcadores de EO y sistema de defensa antioxidante….. 84 

4.3. UCP2 y su posible modulación vía PPARs…………….. 87 

4.4. EO extramitocondrial: rol de la NAD(P)H oxidasa…….. 89 

4.5. Marcadores de inflamación……………………………... 91 



 

 IV 

4.6. Metabolismo de carbohidratos………………………….. 92 

4.7. Metabolismo de lípidos…………………………………. 98 

4.8. Vía de señalización de la insulina………………………. 100 

4.9. Conclusiones……………………………………………. 104 

 

5. BIBLIOGRAFÍA 

 

106 

 

6. PUBLICACIÓN 

 

146 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 



Introducción 

 2 

1.1. Diabetes y pre-diabetes 

La prevalencia de diabetes se incrementa a nivel mundial en forma 

exponencial y se estima que en el año 2025 afectará a 300 millones de 

personas en el mundo (King y col., 1998). Según la Encuesta Nacional de 

Factores de Riesgo realizada por el Ministerio de Salud Pública en el año 

2009, en nuestro país el 9,6% de la población era diabética, valor que supera 

ampliamente el estimado para ese año por la Federación Internacional de 

Diabetes (Atlas IDF, 2009). 

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es la forma más frecuente de la 

enfermedad y su incidencia aumenta a partir de la tercera década de vida 

(American Diabetes Association Clinical Practice Recommendations, 2007). 

Normalmente se asocia con otros factores de riesgo cardiovascular como 

hipertensión arterial, obesidad central, dislipemia y estilos de vida poco 

saludables (plan de alimentación inadecuado y sedentarismo) (Fall, 2001; 

Latin American Diabetes Association Clinical Practice Recommendations, 

2006).  

Por su parte la obesidad, especialmente la de tipo central, que aumenta 

el riesgo de desarrollar DMT2 y complicaciones cardiovasculares, también 

presenta carácter epidémico. En nuestro país, la tasa de sobrepeso/obesidad 

alcanzó el 53,4% según la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (2009) del 

Ministerio de Salud Pública.  

La aparición de la DMT2 está precedida por tolerancia a la glucosa 

alterada (TGA), en la cual ya están presentes, aunque con menor magnitud, los 

cambios descriptos en la DMT2 (American Diabetes Association Clinical 

Practice Recommendations, 2005; Butler y col., 2003).  

Estudios longitudinales sobre la base de un número importante de 

pacientes sugieren que la insulinorresistencia (IR) estaría presente muchos 

años antes del inicio clínico de DMT2 (Kahn, 1994). La IR puede definirse 

como una disminución de la capacidad de la insulina para ejercer sus efectos 
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biológicos sobre los tejidos blanco, tales como músculo esquelético, hígado y 

tejido adiposo. En estas condiciones, la respuesta de dichos tejidos a la acción 

de la hormona disminuye y, como consecuencia, el páncreas incrementa la 

producción y secreción de insulina para mantener la homeostasis metabólica 

dentro de los límites normales (Kahn, 1994). Esta sobrecarga funcional de la 

célula β, que inicialmente cubre la demanda, generalmente en los últimos años 

previos al inicio de la DMT2 agota a la célula, la secreción de insulina falla y 

esta falla es la primera manifestación clínica de la enfermedad.  

De este modo, la DMT2 está precedida por un largo período de 

prediabetes y una patogénesis lenta y progresiva. Así, la historia natural de la 

diabetes se inicia con un período prediabético que comienza a los 30 años de 

edad o quizás antes, cuando el individuo en riesgo es normoglucémico pero 

presenta una sensibilidad a la insulina disminuida. Esto es seguido mucho 

tiempo después por una disminución en la secreción de insulina, y finalmente, 

unos pocos años más tarde, por la aparición clínica de la enfermedad (Kahn, 

1994). 

1.2. Condicionantes genéticos y ambientales 

La homeostasis de la glucosa depende del balance entre la producción 

de glucosa hepática y la utilización de la misma por tejidos 

insulinodependientes como el tejido adiposo y el músculo, e 

insulinoindependientes como el cerebro y el riñón (Bergman, 1989; Cahill, 

1976). Si bien el ajuste fino del metabolismo de glucosa estaría influenciado 

por varias hormonas y metabolitos intermedios, el patrón de su utilización está 

básicamente regulado por hormonas secretadas por los islotes pancreáticos: 

insulina por las células β y glucagon por las células α.  

El depósito de glucosa depende primariamente de tres factores: la 

capacidad del cuerpo para secretar insulina de modo agudo o en respuesta 

sostenida, la habilidad de la insulina para inhibir la producción hepática de 
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glucosa y promover su absorción (insulino-sensibilidad) y la habilidad de la 

glucosa para entrar en la célula en ausencia de insulina (sensibilidad a la 

glucosa) (Bergman, 1989; Bergman y col., 1992). En pacientes con DMT2, 

existen al menos dos defectos patológicos: uno es la disminución de la 

sensibilidad a la insulina por parte de los tejidos periféricos o IR (De Fronzo y 

col., 1992; Himsworth y Kerr, 1942; Kahn, 1978; Kolterman y col., 1981; 

Olefsky, 1981; Reaven, 1988) y el otro, la incapacidad del páncreas endocrino 

para compensar dicha IR (Leahy y col., 1992; Orci y col., 1990; Porte, 1991; 

Turner y col., 1992). Esta última se manifiesta primero como un defecto en la 

secreción de insulina estimulada por glucosa y a su vez, por la incapacidad de 

la glucosa para promover la secreción de otros secretagogos de insulina, lo que 

conlleva a la pérdida de sensibilidad a la glucosa por parte de las células 

pancreáticas β (Kahn, 1994). 

Estas dos fallas involucradas en la patogenia de la DMT2 son causadas 

por una combinación de defectos genéticos y ambientales que conducen a la 

progresión desde la tolerancia a la glucosa normal a la diabetes, pasando por 

un período de TGA como se dijo inicialmente. Entre los factores genéticos, 

hay genes que inician el proceso de la diabetes (De Meyts, 1993) y otros que 

determinan su desarrollo y progresión, pero que no son específicos de esta 

patología y juegan asimismo un rol importante en otras enfermedades (Kahn, 

1994). Los factores ambientales tales como la dieta, la actividad física y la 

presencia de toxinas también pueden iniciar o favorecer el progreso de la 

enfermedad. 

En este sentido, se ha demostrado que el desarrollo de DMT2 puede 

prevenirse, o al menos retrasarse, en personas con TGA mediante la 

implementación de cambios de estilo de vida (Diabetes Prevention Program 

Research Group, 2002; Tuomilehto y col., 2001) o mediante el empleo de 

diferentes drogas (Chiasson y col., 2002; Diabetes Prevention Program 

Research Group, 2002; Gerstein y col., 2006). Como resultado de ambas 

estrategias se demostró que los cambios de estilo de vida generaron la mejor 

relación costo-efectividad y una baja incidencia de aparición de efectos 
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secundarios adversos. Así se demuestra en el estudio “Diabetes Prevention 

Program”, en el cual se determinó que cambios en la dieta y la actividad física 

de los individuos reducen el desarrollo de esta patología en un 58% de los 

casos (Diabetes Prevention Program Research Group, 2002). 

1.3. Alimentación no saludable: dietas ricas en fructosa 

Entre los factores ambientales mencionados, la composición de la dieta 

juega un rol fundamental en el desarrollo de la obesidad y la DMT2. Si bien el 

efecto adverso más destacado de la composición de las dietas se relaciona con 

su acción sobre la acumulación de grasa corporal (Bray y col., 2004; Bray y 

Popkin, 1998; Elliot y col., 2002), la sobrecarga de algunos azúcares – 

sacarosa o fructosa – puede conducir a la IR independientemente del 

incremento del aporte calórico y la acumulación de grasa visceral o corporal 

(Faeh y col., 2005; Kraegen y col., 1991; Pagliassotti y col., 1996; Thresher y 

col., 2000).  

Es interesante destacar que en forma paralela al incremento de la 

prevalencia de diabetes y obesidad, se detecta a nivel mundial no sólo un 

aumento en el consumo total de calorías, sino también un cambio significativo 

en el tipo de nutrientes consumidos. Los jarabes de maíz ricos en fructosa se 

convirtieron en los edulcorantes utilizados en las bebidas carbonatadas, 

mermeladas y otros productos de consumo diario. En Estados Unidos, por 

ejemplo, el consumo anual de fructosa per capita aumentó en el período 1970-

1997 de 0,2 a 28 kg (Wei y col., 2007). En consecuencia, algunos autores 

sugieren que este incremento en el consumo de fructosa contribuiría a la actual 

epidemia de obesidad y DMT2 (Bray y col., 2004; Elliott y col., 2002; Gross y 

col., 2004). 

Esta hipótesis se sustenta en abundante evidencia experimental. En este 

sentido, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la administración en 

forma crónica de fructosa o sacarosa a ratas normales induce en estos animales 
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tanto alteraciones metabólicas (hipertrigliceridemia y TGA) como endocrinas 

(hiperinsulinemia, hiperleptinemia e IR – con un elevado índice HOMA-IR), 

cambios en el metabolismo hepático de glúcidos y lípidos e incremento en la 

producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), paralelamente con una 

disminución en la expresión y actividad de enzimas del sistema antioxidante 

(Alzamendi y col., 2009; Castro y col., 2011; Francini y col., 2009; 2010; 

Rebolledo y col., 2008). 

Por otro lado, el incremento plasmático de triglicéridos (TG), colesterol 

y ácidos grasos libres (ACGL) demuestra que también hay una respuesta a la 

insulina alterada en los tejidos periféricos (Anuradha y Balakrishnan, 1999; 

Girard y col., 2005; Kelley y col., 2004; Nandhini y col., 2002; Pagliassotti y 

Prach, 1995; Thirunavukkarasu y col., 2004).  

Otros autores demostraron en ratas alimentadas con sacarosa, un 

incremento en la gluconeogénesis hepática, con reducción de la habilidad de la 

insulina para inhibir la producción hepática de glucosa y el consecuente 

desarrollo de hiperglucemia (Bizeau y col., 2001; Commerford y col., 2002; 

Pagliassotti y col., 1994). Por otra parte, en ratas UCD-T2DM (diabéticas 

genéticamente), el consumo crónico de fructosa acelera el inicio de la diabetes 

al reducir la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa y promover 

dislipemia, estrés oxidativo (EO) e inflamación (Cummings y col., 2010). 

A nivel hepático, el consumo de dietas ricas en sacarosa o fructosa 

produce IR en forma independiente de la obesidad (Ishimoto y col., 2011; 

Stanhope y col., 2009) y aún en condiciones de restricción calórica (Nakagawa 

y col., 2006; Roncal-Jimenez y col., 2011), así como también provoca 

incremento en el depósito de lípidos y gluconeogénesis (Pagliassotti y col., 

1996; Thresher y col., 2000; Wei y Pagliassotti, 2004). Por todo ello, a estas 

dietas se les atribuye un rol patogénico central en la esteatosis hepática y en el 

síndrome metabólico. 

Así como se demostró en pacientes (Diabetes Prevention Program 

Research Group, 2002; Tuomilehto y col., 2001), es posible revertir los 
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cambios inducidos por la dieta también en animales sometidos a ejercicio 

físico, al menos de forma parcial (Zavaroni y col., 1982). Esto último podría 

deberse a que los intermediarios metabólicos generados por la sobrecarga de 

nutrientes no se acumulan, o bien se emplean en rutas metabólicas alternativas 

(Kelley y col., 2004).  

Estos resultados demuestran que el aumento en el suministro de 

fructosa al hígado altera el medioambiente normal postprandial hepático 

(Brosnan y col., 1991; Busserolles y col., 2002; Kelley y col., 2004; 

Pagliassotti y Prach, 1995; 2003; Sestoft, 1974; Wei y Pagliassotti, 2004). Wei 

y col. (2007) proponen que estos cambios inducen una acumulación de 

metabolitos intermediarios que actúan como señales de tal exceso de 

nutrientes en la dieta. Adicionalmente, la absorción de azúcares en exceso a 

largo plazo conduciría a la desregulación del metabolismo lipídico (Kelley y 

col., 2004) y a la aparición de un estado de IR, debido en parte a la 

desregulación de las vías de estrés e inflamación en el hígado. Sin embargo, la 

magnitud del estrés hepático inducido por fructosa depende de la 

concentración de la misma y de la duración de la exposición a dicha 

sobrecarga, como así también de factores genéticos y biológicos (Bizeau y 

col., 2001; Fried y Rao, 2003; Horton y col., 1997; Pagliassotti y Prach, 1995). 

1.4. Metabolismo de la fructosa en el hígado 

La respuesta hepática a los cambios en la composición y en la velocidad 

de provisión de nutrientes se relaciona con su ubicación anatómica y las 

características funcionales específicas de este órgano. El hígado, a través de la 

vena porta, recibe el flujo de aminoácidos y azúcares simples absorbidos así 

como las hormonas pancreáticas y péptidos intestinales o incretinas, con lo 

cual su ubicación anatómica le confiere un rol amortiguador clave (Bergman, 

2000; Cherrington, 1999).  
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Pero a diferencia de la glucosa, que es empleada por todos los tejidos 

del cuerpo, la fructosa se metaboliza fundamentalmente en el hígado (Bantle y 

col., 2000; Hallfrisch, 1990), lo cual convierte a este órgano en el sitio 

primario para su extracción y metabolismo. En consecuencia, diferentes 

autores proponen que la alteración en la regulación del metabolismo hepático 

de carbohidratos y lípidos es el cambio más temprano y con consecuencias 

más significativas sobre la salud generado por el consumo de fructosa (Bizeau 

y Pagliassotti, 2005; 2004; Pagliassotti y Horton, 2004). Dicha alteración 

metabólica sería una de las causas de la IR hepática (Bezerra y col., 2000; 

Blakely y col., 1981), acompañada de disfunción inmunometabólica, con 

reacción inflamatoria e infiltración grasa (esteatosis) hepática (Hotamisligil, 

2004).  

Aunque la glucosa y la fructosa comparten algunas propiedades, son 

químicamente diferentes. Esta variación a nivel químico provoca una 

absorción intestinal diferencial hacia la vena porta y una mayor velocidad de 

extracción esplácnica de la fructosa respecto a la glucosa (Samuel, 2011). En 

consecuencia, toda la fructosa absorbida se dirige rápidamente hacia el hígado, 

el cual además posee un sistema activo enzimático o “vía de la fructosa” para 

su metabolismo, constituido por las enzimas fructoquinasa (FQ), aldolasa B y 

trioquinasa (Heinz y col., 1968; Mayes, 1993). Debido a la acción de este 

sistema enzimático, el 55 (postprandio) al 71% (etapa postabsortiva o ayuno) 

de la fructosa absorbida permanece en el hígado. El remanente circula hacia el 

resto de los tejidos en una concentración plasmática muy baja (1,1-2,2 mM) 

(Topping y Mayes, 1971).  

En los hepatocitos, la fructosa se transporta al citoplasma a través del 

transportador de glucosa (GLUT) 2, donde rápidamente se fosforila a fructosa-

1-fosfato (F-1-P) mediante la acción de la enzima FQ, tras lo cual se convierte 

en gliceraldehído y dihidroxiacetona-fosfato (DHA-P) por acción de la 

aldolasa B. A través de esta vía enzimática, la fructosa evita el mayor punto de 

control de la glucólisis: la fosforilación mediante la enzima 
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fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) (Mayes, 1993; Kelley y col., 2004), tal como se 

observa en la Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: metabolismo hepático de glucosa y fructosa 

Por otro lado, la F-1-P estimula la absorción de glucosa en el hígado 

(Davies y col., 1990; Shiota y col., 1998), por lo que la misma se incrementa 
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sin enfrentar el paso regulador de la PFK-1 (Mayes, 1993). Adicionalmente, a 
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DHA-P en glicerladehído-3-fosfato (G-3-P), la trioquinasa fosforila el 

gliceraldehído y también genera G-3-P. En este paso, el G-3-P entra en la vía 

glucolítica y genera acetil coenzima A (acetil-CoA), que puede oxidarse en la 

mitocondria a través del ciclo de Krebs o bien canalizarse hacia la síntesis de 

ácidos grasos. Las triosas también contribuyen a la síntesis de lípidos a través 

de la provisión de glicerol-3-fosfato, el cual sirve como esqueleto para la 

síntesis de TG (Fried y Rao, 2003) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: metabolismo hepático de las triosas 
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precursores de ácidos grasos – acetil-CoA – o suministrar glicerol para la 

síntesis de TG (Figura 3).  

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: metabolismo hepático de la fructosa y su contribución a través de las triosas 

fosfato a diferentes vías metabólicas 

Esta capacidad lipogénica de la fructosa lleva al depósito de TG no 

solamente en el tejido adiposo, sino también en el hígado, lo cual conduce a la 

esteatosis hepática y eventualmente a la IR y dislipemia. Debido a que el 

aumento del metabolismo lipídico está estrechamente relacionado con la 

aparición de obesidad e IR, se sugirió que el mecanismo por el cual la fructosa 

promueve el desarrollo del síndrome metabólico está relacionado a su 

capacidad lipogénica (Dekker y col., 2010). Esta hipótesis se apoya en un 

estudio hecho en humanos a los que se suministró durante 10 semanas una 

dieta donde el 25% de las calorías aportadas por carbohidratos se reemplazó 

por bebidas ricas en fructosa. En el mismo trabajo se detectó un incremento en 

Fructosa

F-1-P

Glucólisis

FQ

Triosas fosfato

Síntesis de 

glucógeno

Gluconeogénesis

Esterificación
Lipogénesis

Glucógeno

Lactato

Glucosa

TG, cuerpos cetónicos

F-1-6-P
PFK-1

Fructosa

F-1-P

Glucólisis

FQ

Triosas fosfato

Síntesis de 

glucógeno

Gluconeogénesis

Esterificación
Lipogénesis

Glucógeno

Lactato

Glucosa

TG, cuerpos cetónicos

F-1-6-P
PFK-1



Introducción 

 12 

la lipogénesis hepática de novo, alteraciones del metabolismo lipídico y 

remodelación de lipoproteínas (Stanhope y col., 2009).  

Asimismo, el aumento en el consumo de bebidas ricas en fructosa 

durante 8 semanas aumentó los niveles de TG plasmáticos en el postprandio y 

promovió la acumulación de grasa abdominal. Este efecto lipogénico de novo 

atribuido al incremento de la ingesta de fructosa se registró también en 

estudios de una semana de tratamiento, lo cual sugiere que el proceso ocurre 

de modo rápido y precoz (Le Ka y col., 2009).  

La “vía de la fructosa” en el hígado promueve el aumento de la DHA-P 

y en consecuencia el aumento de las concentraciones de piruvato y glicerol-3-

fosfato. En pacientes con esteatohepatitis no alcohólica (NAFLD), la 

expresión génica y proteica, así como la actividad de la enzima FQ – primera 

enzima de la vía – se encuentran aumentadas respecto a los individuos 

normales, lo cual es consistente con el conocido efecto regulador positivo de 

la fructosa sobre esta enzima en hígado de ratas (Ouyang y col., 2008).  

Mientras que el glicerol-3-fosfato actúa como esqueleto para la síntesis 

de TG, el piruvato podría tener dos destinos metabólicos: convertirse en 

lactato o ingresar a la mitocondria para generar acetil-CoA mediante la acción 

del complejo piruvato deshidrogenada (PDH). Carmona y Freedland (1989) 

demostraron que una dieta rica en fructosa (DRF) incrementa la incorporación 

de 
3
H2O a las grasas y, por lo tanto, sugiere la activación de la PDH. Años más 

tarde, Park y col. (1992) demostraron que la ingesta crónica de fructosa 

incrementa la forma activa (desfosforilada) de la mencionada enzima. Este 

cambio se explica por una disminución paralela de la actividad de la enzima 

PDH quinasa mitocondrial, uno de los reguladores de la actividad de PDH. Sin 

embargo, si bien estos cambios podrían explicar el mecanismo por el cual la 

fructosa induce hipertrigliceridemia en ratas (Park y col., 1992), no existe a la 

fecha evidencia de que esto ocurra también en humanos.  

Es interesante destacar que mientas una infusión de fructosa en forma 

conjunta con ácidos grasos no esterificados (NEFA) aumenta la esterificación 
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de ácidos grasos y secreción de VLDL, también disminuye la oxidación de 

ácidos grasos. La enzima carnitina-palmitoiltransferasa-1 (CPT-1) es la 

responsable de la co-regulación de ambos procesos: síntesis y oxidación de 

ácidos grasos, ya que cataliza el transporte de los mismos desde el citosol 

hacia la matriz mitocondrial para su subsiguiente oxidación, mientras que los 

ácidos grasos que no pueden incorporarse a esta vía se esterifican, 

convirtiéndose en TG. La CPT-1 es inhibida por el malonil-CoA, producto de 

la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC). El metabolismo de fructosa aumenta 

la formación de malonil-CoA y en consecuencia este efecto podría explicar el 

“cambio de vías” desde oxidación a síntesis de lípidos que induce la ingesta de 

fructosa (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: metabolismo hepático de fructosa y contribución al metabolismo de lípidos 

El incremento en TG es generalmente más pronunciado en pacientes 

obesos con IR, mientras que los efectos de la fructosa sobre el metabolismo 

lipídico hepático son más marcados en condiciones de hiperglucemia. Esto 

sugiere que el consumo de fructosa exacerba un estado metabólico 

TG

Piruvato

Glicerol-3-P

ACGL

VLDL

GPAT Acetil-CoA

Ciclo de 

Krebs

Cuerpos 

Cetónicos

PDH

CO2

Malonil-CoA

ACC

NEFA
CPT-1

(-)

lipogénesis

β-oxidación

Fructosa

(-)
(+)

(+)

(+)

TG

Piruvato

Glicerol-3-P

ACGL

VLDL

GPAT Acetil-CoA

Ciclo de 

Krebs

Cuerpos 

Cetónicos

PDH

CO2

Malonil-CoA

ACC

NEFA
CPT-1

(-)

lipogénesis

β-oxidación

Fructosa

(-)
(+)

(+)

(+)



Introducción 

 14 

desfavorable, especialmente en pacientes con diabetes y con un control 

glucémico pobre (Huang y col., 2011). 

1.5. Mecanismos moleculares de la IR y su relación con el consumo 

de fructosa 

La insulina es una hormona clave en la homeostasis de la glucosa. Su 

mecanismo de acción en los tejidos sensibles a la misma es a través de la 

activación de una cascada de señales intracelulares que se desencadena al 

unirse la hormona a su receptor. El receptor de insulina (RI) es una proteína 

transmembrana con actividad tirosina-quinasa (Czech y col., 1985; Rosen, 

1987; White y Kahn, 1986) que posee sitios de fosforilación en tirosinas, 

serinas y treoninas. La fosforilación de los residuos de tirosina incrementa la 

actividad quinasa del receptor, mientras que la fosforilación en serina o 

treonina disminuye dicha actividad (Blake y Strader, 1986; Bollag y col., 

1986; Dickens y col., 1992; Lewis y col., 1990; Takayama y col., 1988). De 

este modo, la actividad quinasa del receptor activado por insulina y por lo 

tanto su capacidad de transducción de señal, están reguladas positiva y 

negativamente por la fosforilación en tirosina y serina/treonina, 

respectivamente. 

A nivel estructural, el RI consta de dos subunidades α y dos 

subunidades β. La subunidad α suprime la actividad tirosina quinasa presente 

en la subunidad β. Cuando la subunidad α se elimina o modifica por 

proteólisis (Shoelson y col., 1988; Tamura y col., 1983) o por mutagénesis in 

vitro (Ellis y col., 1987; Gronskov y col., 1993), la actividad tirosina quinasa 

de la subunidad β se activa constitutivamente. 

La unión de dos moléculas de insulina a la subunidad α de su receptor 

induce autofosforilación en residuos de tirosina de las subunidades β del 

mismo. Estos dominios fosforilados son capaces entonces de interaccionar con 

los sustratos del receptor de insulina (IRS) 1 y 2. Ambos sustratos poseen 
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sitios de fosforilación en serina y tirosina y estos últimos se activan en 

respuesta al estímulo con insulina (Sun y col., 1993). Dichas fosforilaciones 

hacen que los IRS interaccionen no covalentemente con otras proteínas 

intracelulares (Backer y col., 1992; Lavan y col., 1992; Myers y White, 1993), 

lo que les permite amplificar la señal. La interacción ocurre a través de 

dominios específicos de las proteínas blanco llamados dominios SH2 (por la 

homología al producto del oncogen viral src) (Koch y col., 1991; Schlessinger, 

1993). Estos dominios se encontraron en más de 20 tipos diferentes de 

proteínas, entre ellas fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa Cγ. En la 

Figura 5 puede visualizarse la cascada de señalización de insulina y algunas de 

las acciones que media dicha cascada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: cascada de señalización de insulina 
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Ratones knock-out para el RI hepático desarrollan IR, intolerancia a la 

glucosa severa y una falla en la supresión de la producción de glucosa 

(Michael y col., 2000). En estos ratones, la infusión de altas dosis de insulina 

falla en la supresión de producción de glucosa, lo cual demuestra que los 

efectos directos e indirectos de la hormona requieren que su vía de 

señalización se encuentre intacta (Fisher y Kahn, 2003). Otro estudio 

demuestra que IRS2 es necesario para la acción eficiente de la insulina en el 

hígado (Dong y col., 2006). 

En modelos animales de DMT2 como los ratones ob/ob, hay evidencia 

sobre alteraciones tempranas en la cascada de señalización de la insulina 

(Exton, 1990; LeMarchand-Brustel y col., 1985; Lord y Atkins, 1985; Saad y 

col., 1992; Soll y col., 1975; Taberner y Connelly, 1991). Por ejemplo, hay 

una disminución del 50% en la fosforilación del RI y un 80% en el IRS1 en 

ratones obesos diabéticos. Este hecho se asocia a una disminución del 90% en 

la actividad de PI3K estimulada por insulina (Folli y col., 1992). Asimismo, en 

ratas tratadas durante una, dos o cinco semanas con dieta rica en sacarosa, se 

observa un incremento en la fosforilación en serina de IRS1, disminución en la 

fosforilación en tirosina de IRS1 e IRS2, en la asociación de ambos con la 

subunidad p85 de PI3K, la actividad de PI3K y la fosforilación de Akt (Wei y 

col., 2007). Resultados similares se observaron en animales tratados con 

fructosa (Bezerra y col., 2000). 

Por otra parte, en hepatocitos aislados de ratas tratadas con sacarosa 

durante una semana, la fosforilación en tirosina de IRS1 y la supresión de 

liberación de glucosa inducidas por insulina están disminuidas (Wei y col., 

2004). Del mismo modo, en estudios in vitro de hepatocitos primarios 

cultivados en presencia de glucosa y fructosa, se detecta un aumento en la 

fosforilación del residuo Serina 307 (Ser
307

) del IRS1 en presencia o ausencia 

de insulina y una reducción en la fosforilación en tirosina de IRS1 e IRS2 en 

presencia de insulina (Wei y col., 2005). 
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Entre las proteínas fosfatasas que pueden atenuar la señalización de la 

insulina se encuentran la proteína tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y la proteína 

quinasa activada por mitógenos (MAPK), JNK. La PTP1B regula 

negativamente la fosforilación en tirosina del RI y de las proteínas IRS (Gum 

y col., 2003; Zinker y col., 2002). La JNK también interfiere en pasos 

tempranos de la cascada de señalización de la insulina, en parte, al fosforilar 

Ser
307

 en IRS1 (Aguirre y col., 2002; Hirosumi y col., 2002). La actividad de 

JNK se encuentra incrementada en hígados de ratones alimentados con una 

dieta rica en grasas (Hirosumi y col., 2002), mientras que en hamsters 

alimentados con una DRF se detecta un aumento en la expresión proteica de 

PTP1B a nivel hepático (Taghibiglou y col., 2002). 

Debido a que alteraciones similares se manifiestan en diversos modelos 

animales de DMT2, se sugiere que dichas alteraciones son adquiridas más que 

genéticas. En estudios en humanos, se observaron defectos en la actividad 

quinasa del RI en pacientes con DMT2 (Arner y col., 1987; Maegawa y col., 

1991; Mosthaf y col., 1991). Sin embargo, estos defectos parecerían ser 

adquiridos, ya que la mayoría de los pacientes no presentaron mutaciones en el 

RI (Kim y col., 1992; O’Rahilly y col., 1991). En apoyo a esta hipótesis, la 

pérdida de peso mejora la alteración en la función y la actividad quinasa del 

receptor (Freidenberg y col., 1988). 

1.6. Diabetes e inflamación 

La inflamación de bajo grado que caracteriza a la DMT2 contribuye en 

gran medida al desarrollo de esta patología (Hotamisligil, 2006; Wellen y 

Hotamisligil, 2005). Se observó que la expresión de citoquinas 

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral α (TNFα) se incrementa 

en modelos de obesidad murinos (ratas fa/fa y ratones ob/ob) y que la 

remoción de mediadores de inflamación o de componentes de la cascada, 

como el TNFα, su receptor, JNK e IKK, protegen contra la IR en modelos de 

ratones genéticamente obesos o inducidos por la dieta (Hirosumi y col., 2002; 
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Uysal y col., 1997). En ratones knock-out para interleuquina (IL) 1α, los 

niveles séricos de glucosa en ayuno e insulina son menores que en los 

animales control, con una mejora de la sensibilidad a la insulina (Matsuki y 

col., 2003). En humanos, el tratamiento con drogas que alteran dichas vías, 

como los salicilatos, mejora la sensibilidad a la insulina (Hirosumi y col., 

2002; Hotamisligil y col., 1993; Hundal y col., 2002; Uysal y col., 1997; Yuan 

y col., 2001).  

Del mismo modo se demostró en diversos modelos animales que el 

TNFα está involucrado en la patogénesis de NAFLD (Bergheim y col., 2008; 

Ma y col., 2008; Tomita y col., 2006). Es de particular interés el trabajo de 

Kanuri y col. (2011a), quienes demuestran que dicha patología puede ser 

iniciada por la administración de fructosa. En dicho estudio, se observó que en 

ratones alimentados con fructosa, se halla incrementada la translocación 

intestinal de las endotoxinas bacterianas y de TNFα, lo cual induce esteatosis 

hepática. Dichas alteraciones son atenuadas por la administración de 

antibióticos o por la pérdida del receptor de endotoxinas tipo Toll (TLR) -4 

(Bergheim y col., 2008; Spruss y Bergheim, 2009). En ratones knock-out para 

el receptor de TNFα, se registró una disminución en los marcadores de 

inflamación y en la acumulación de grasa hepática luego de la administración 

crónica de fructosa. Estos resultados confirman el rol fundamental de TNFα en 

el inicio de NAFLD.  

Asimismo, se sugirió que la deleción del receptor de TNFα activaría la 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK) en el hígado, provocando la 

supresión de la proteína de unión a elementos reguladores de esteroles 

(SREBP)1c y en consecuencia de la sintasa de ácidos grasos (FAS), 

protegiendo así contra el desarrollo del hígado graso (Kanuri y col., 2011a). 

De todos modos, los mecanismos subyacentes y las vías de señalización 

involucradas no están dilucidadas completamente y deben ser estudiadas con 

mayor profundidad. 
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Por otra parte, el TNFα puede inducir la expresión proteica del 

inhibidor del activador del plasminógeno (PAI) -1 (Kanuri y col., 2011b) y el 

knock-out de PAI-1 previene el inicio de esteatosis inducida por fructosa. 

Estos resultados refuerzan el concepto de que TNFα media una fase temprana 

del daño hepático (Kanuri y col., 2011b). En un estudio piloto, se observó que 

pacientes con NAFLD consumen significativamente más fructosa que los 

pacientes controles y presentan un incremento en los niveles plasmáticos de 

endotoxinas y PAI-1, así como también en los niveles de ARNm hepático de 

PAI-1 y TLR-4. Esto sugiere que dichos cambios contribuyen al desarrollo de 

NAFLD también en humanos (Thuy y col., 2008). 

A nivel de la cascada de señalización de insulina in vitro, al exponer 

células mieloides 32D a TNFα o a elevados niveles de ACGL se estimula la 

fosforilación en serina de IRS1 (Aguirre y col., 2000; Hotamisligil y col., 

1996; Yin y col., 1998). Esta alteración inhibe así la cascada de señalización y 

en consecuencia la acción de la insulina (Aguirre y col., 2002; Hotamisligil y 

col., 1996; Paz y col., 1997). La fosforilación en serina de IRS1 por diversos 

factores inflamatorios parecería ser el evento clave que afecta la señalización 

del RI (Wellen y Hotamisligil, 2005). 

JNK pertenece a una familia de serina-treonina quinasas activadas en 

respuesta a estrés del retículo endoplásmico, citoquinas y ácidos grasos. En su 

forma activa, JNK se asocia a IRS1 y lo fosforila en Ser
307

, alterando la acción 

de la insulina (Gao y col., 2004; Ozcan y col., 2004). En obesidad, la actividad 

de JNK está incrementada en músculo, hígado y tejido adiposo. Como se citó 

anteriormente, la pérdida de JNK1 previene el desarrollo de IR y diabetes en 

modelos murinos genéticos y dietarios de obesidad (Hirosumi y col., 2002). 

En animales adultos, la modulación hepática de JNK1 produce efectos 

sistémicos en el metabolismo de glucosa, lo que resalta la importancia de esta 

vía en el hígado (Nakatani y col., 2004).  

Por su parte, IKKβ (constituyente del complejo inhibidor de Iκβ) puede 

fosforilar residuos de serina en IRS1 (Gao y col., 2002; Yin y col., 1998) o 
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bien fosforilar al inhibidor del factor nuclear kappa-B (NFκβ), permitiendo la 

activación de NFκβ, factor de transcripción que estimula la expresión de 

varios mediadores inflamatorios como TNFα e IL6 (Shoelson y col., 2003). La 

activación de IKKβ en el hígado y en células mieloides parece contribuir a la 

IR inducida por obesidad (Wellen y Hotamisligil, 2005).  

Asimismo, al tratar ratones alimentados con una dieta rica en sacarosa 

con un inhibidor farmacológico de IKKβ se redujeron la ganancia de peso, la 

acumulación de grasa visceral, la infiltración de macrófagos y la producción 

de citoquinas proinflamatorias. A nivel hepático, se observó una inhibición en 

la activación de NFκβ, con una disminución de la respuesta inflamatoria e 

incremento en la β-oxidación de ácidos grasos, previniendo así la esteatosis 

hepática, con mejora de la respuesta antioxidante de este órgano (Beraza y 

col., 2008). 

1.7. Estrés oxidativo y dieta rica en fructosa 

Se define al EO como un desbalance en el estado de óxido/reducción 

(redox) que se produce por una deficiencia en el sistema de defensa 

antioxidante endógeno y/o por el aumento en la producción de ROS 

(Padmalayan y col., 2009). En el caso de la DMT2, el EO es un factor 

patogénico clave que acelera el inicio y progresión de esta enfermedad 

(Baynes, 1991; Cakatay y col., 2000; Luz y col., 2009; Padmalayan y col., 

2009). El mismo, en estado crónico, provoca inflamación y disfunción 

mitocondrial conduciendo a IR y, finalmente, a un estado de diabetes.  

Los ROS se generan por una sobrecarga de electrones producto de un 

aumento en el suministro de sustratos a oxidar, provenientes de las distintas 

vías generadoras de los mismos: β-oxidación mitocondrial de ácidos grasos 

(St-Pierre y col., 2002), β-oxidación peroxisomal de ácidos grasos por la acil-

coenzima A oxidasa (Osmundsen y col., 1991), ω-oxidación microsomal de 

ácidos grasos por el citocromo P450 2E1 (Chitturi y Farrell, 2001), glucólisis, 
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ciclo de Krebs y la reducción del oxígeno por el complejo NAD(P)H-oxidasa 

(Krieger-Brauer y Kather, 1992) (Figura 6).  

Los sistemas antioxidantes presentes en una célula pueden ser 

enzimáticos (catalasa, superóxido dismutasa [SOD], glutatión peroxidasa 

[GPx]) (Nordberg y Arner, 2001) y no enzimáticos (niveles plasmáticos de 

tocoferoles, vitamina E, contenido celular de glutatión reducido [GSH]). Estos 

sistemas se activan en respuesta a una producción elevada de ROS con el fin 

de neutralizarlos y, por lo tanto, evitan que los ROS dañen otras moléculas. 

Pero por otro lado, la acumulación de ROS podría ser interpretada por la 

célula como un desbalance entre la disponibilidad de sustratos y su capacidad 

oxidativa. En este contexto, y como reacción adaptativa, la célula podría 

responder con una disminución en la señal de insulina y como consecuencia, 

disminución en la absorción de glucosa, estableciendo así una posible relación 

entre EO e IR (Evans y col., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Sitios de producción de ROS y sistema de defensa antioxidante 

Además del daño directo ocasionado por los ROS en las células por 

oxidación de ADN, proteínas y lípidos, existe un daño indirecto debido a la 
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activación de una variedad de cascadas de señales intracelulares sensibles al 

estrés: NFκβ, p38 MAPK y JNK/SAPK. Esta activación resulta en un 

incremento en la expresión de genes que juegan un rol importante en la 

etiología de las complicaciones tardías de la diabetes. Observaciones in vivo e 

in vitro sugieren que la activación de diferentes cascadas de señales de estrés 

resultan en IR y secreción de insulina alterada. Un mecanismo para explicar 

este comportamiento implicaría la fosforilación de múltiples blancos 

incluyendo el RI y las proteínas IRS. Como se mencionó anteriormente, la 

fosforilación en serina del IRS reduce su habilidad de sufrir fosforilación en 

tirosina y aceleraría su degradación, lo que aportaría las bases moleculares de 

la IR inducida por EO (Newsholme y col., 2007). 

Existe fuerte evidencia de que los cambios en las señales intracelulares 

inducidos por EO resultan en inflamación crónica e IR in vivo (Brownlee, 

2005; Fridlyand y Philipson, 2005). Los resultados obtenidos por Matsuzawa-

Nagata y col. (2008) también apoyan la posibilidad de que los ROS induzcan 

un estado de IR, resultando en un aumento de la obesidad abdominal y altos 

niveles circulantes de TNFα y ACGL. La dieta rica en grasas promueve el EO 

potencialmente mediante el incremento de la expresión de genes implicados en 

la producción de ROS en el hígado y tejido adiposo (Matsuzawa-Nagata y 

col., 2008). Bloch-Damti y col. (2006), observaron que el EO aumenta la 

fosforilación en serina de IRS1 e IRS2, disminuye el contenido proteico de 

IRS1 y causa IR en adipocitos 3T3-L1. 

Numerosos autores (Assy y col., 2008; Ouyang y col., 2008) sugirieron 

que la DRF induciría un estado de hígado graso que podría conllevar al 

desarrollo de NAFLD. Según Assy y col. (2008), el consumo de bebidas ricas 

en fructosa es el factor de riesgo más frecuente para la infiltración grasa del 

hígado en pacientes sin otros factores de riesgo cardiovascular clásicos 

(diabetes, obesidad, hiperlipidemia o hipertensión). Sin embargo, aún en 

condiciones de lipogénesis de novo aumentada, la esteatosis hepática ocurriría 

sólo si el almacenamiento de lípidos aumenta debido a una exportación 

anormal de los mismos fuera del hepatocito o si existe una utilización menor 
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vía disminución de la β-oxidación de ácidos grasos. Esto sugiere la 

participación de otros mecanismos en el efecto deletéreo de la fructosa sobre 

el hígado (Spruss y Bergheim, 2009). 

Abundante evidencia experimental demuestra que dietas con fructosa 

provocan EO en diversos órganos (Armutcu y col., 2005; Berheim y col., 

2008; Busserolles y col., 2002; 2003; McDonald, 1995; Suganthi y col., 2007). 

En nuestro caso, en trabajos previos demostramos que la administración de 

una DRF durante tres semanas induce en ratas normales un aumento de 

marcadores de EO y una disminución de la expresión y actividad de enzimas 

antioxidantes en el hígado (Castro y col., 2011; Francini y col., 2009; 2010). 

Este incremento en la formación de ROS podría ser un contribuyente 

importante a la génesis del daño metabólico hepático, la IR del hepatocito, la 

respuesta inflamatoria local, la disfunción del islote pancreático y el desarrollo 

de DMT2 tanto en roedores (Evans y col., 2003; 2005) como en humanos 

(Farrell y col., 2008). En apoyo a esta hipótesis, recientemente se demostró 

que la vía de señalización inflamatoria se puede activar por estresores 

metabólicos tanto intracelulares como extracelulares (Wellen y Hotamisligil, 

2005). Adicionalmente se demostró en modelos de obesidad que la producción 

aumentada de ROS activa la vía inflamatoria (Furukawa y col., 2004; Lin y 

col., 2005). Finalmente se determinó que varias citoquinas proinflamatorias 

están críticamente involucradas tanto en la IR (Tilg y Moschen, 2008) como 

en el desarrollo del hígado graso (Sanyal y col., 2001). 

Sin embargo, es aún una incógnita cómo la producción elevada de ROS 

conduce a un estado de IR in vivo. Se sugirió que el incremento en la 

expresión de genes involucrados en la producción de ROS ocurre antes del 

inicio de la IR y la obesidad en tejido adiposo e hígado (Matsuzawa-Nagata y 

col., 2008). 
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1.8. Ácido lipoico y dieta rica en fructosa 

Si la hipótesis del efecto nocivo del EO sobre la célula y su posible 

posición troncal en el desarrollo de las alteraciones asociadas (cambios 

metabólicos, IR e inflamación) fuese correcta, es posible que la administración 

de una sustancia capaz de reducir el EO in vivo pueda disminuir la progresión 

del daño celular en el tratamiento clínico de la diabetes.  

Numerosos trabajos demostraron que diferentes compuestos 

(probióticos, timosina alfa-1, antibióticos, captopril, bezafibratos, 

oligofructosa, fenofibratos) administrados conjuntamente con la DRF ejercen 

simultáneamente un efecto protector sobre el daño oxidativo y el desarrollo de 

NAFLD (Armutcu y col., 2005; Assy y col., 2008; Berheim y col., 2008; 

Busserolles y col., 2003; Nagai y col., 2002; Suganthi y col., 2007). Sin 

embargo, en la mayoría de ellos la intervención no estuvo dirigida ni a 

modificar el metabolismo de la fructosa ni el sistema oxidante/antioxidante 

hepáticos. En consecuencia, la evidencia experimental disponible tan sólo 

sugiere que la fructosa participaría en la patogénesis de NAFLD, pero no hay 

estudios específicos que hayan demostrado esta relación.  

En este sentido, se demostró que la administración de ácido α-lipoico 

(AL) -ácido 1,2, dithiolano-3-pentanoico- reduce el EO consecuente con la 

administración de una DRF (Thirunavukkarasu y col., 2003) e incluso mejora 

la IR sistémica (Thirunavukkarasu y Anuradha, 2004). El α-AL es un 

antioxidante mitocondrial que se encuentra en células animales y vegetales. Se 

absorbe fácilmente a nivel intestinal y desde allí se transporta por el torrente 

sanguíneo a otros tejidos donde se absorbe a nivel celular (Figura 7). En el 

interior de la célula se convierte a su forma reducida, el ácido dihidrolipoico 

(Cakatay y col., 2000). 
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Figura 7: estructura molecular del α-AL 

El bajo potencial redox del par conjugado AL/ácido dihidrolipoico (-

0,29 V) lo convierte en un poderoso agente reductor, al compararlo con el par 

conjugado glutatión reducido/glutatión oxidado (GSH/GSSG). Esto indica que 

el ácido dihidrolipoico es un agente reductor más potente que el GSH 

(Jocelyn, 1967).  

A su vez, su naturaleza hidrofóbica le permite transportarse fácilmente 

a través de las membranas biológicas, mientras que su naturaleza ditiólica es la 

responsable de su alta reactividad frente a los ROS, lo que le permite cumplir 

un rol central en el establecimiento y mantenimiento del sistema de defensa 

antioxidante, al secuestrar ROS efectivamente (Haenen y Bast, 1991; Yan y 

col., 1996) y regenerar la forma reducida de los antioxidantes (Smith y col., 

2004). Por ejemplo, el ácido dihidrolipoico es capaz de reciclar vitamina E al 

reducir GSSG (Bast y Haenen, 1990; Maitra y col., 1995), el cual luego reduce 

los radicales de la vitamina E. El tratamiento con α-AL (10-100 µM) induce 

un incremento del 30 al 70% del contenido celular de GSH (Busse y col., 

1992; Evans y Goldfine, 2000; Han y col., 1997; Obrosova y col., 2000; 

Thirunavukkarasu y col., 2004). 

Entre las propiedades del α-AL y del ácido dihidrolipoico también 

podemos citar su capacidad para secuestrar metales como Cu
2+

, Fe
3+

 (Scott y 

col., 1994), Mn
2+

, Zn
2+

 y Cd
2+

 (Sigel y col., 1978). 

Asimismo, el α-AL actúa como cofactor de complejos enzimáticos 

mitocondriales que participan en el metabolismo oxidativo tales como α-
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cetodeshidrogenasas (complejos piruvato deshidrogenasa y α-cetoglutarato 

deshidrogenasa) y sistema de clivaje de glicina (Reed, 1998; Shay y col., 

2009; Wollin y Jones, 2003). Los primeros están involucrados en la oxidación 

de piruvato, el ciclo del ácido cítrico y la degradación y síntesis de 

aminoácidos, mientras que el segundo es un complejo multienzimático 

específico de la matriz mitocondrial de los hepatocitos que cataliza la 

oxidación de glicina. 

Estudios clínicos demostraron que el α-AL suministrado en dosis de 

600 mg/día reduce los niveles plasmáticos de lípidos peroxidados (Borcea y 

col., 1999), mejora el metabolismo de glucosa, previene la glicación proteica 

(Packer y col., 1995) y tiene propiedades insulino-sensibilizantes en pacientes 

con DMT2 (Evans y Goldfine, 2000; Evans y col., 2004; Jacob y col., 1995; 

Kim y col., 2004; Lee y col., 2005). Asimismo se reportan efectos 

beneficiosos en la prevención, como en el tratamiento de DMT2 e IR 

(Androne y col., 2000; Haak y col., 2000; Henriksen, 2006; Obrosova y col., 

1998; Ruhnau y col., 1999), así como en neuropatía diabética (Packer y col., 

2001) debido a su acción antioxidante y también al mejorar la circulación en 

los pequeños vasos sanguíneos que irrigan el tejido nervioso (Haak y col., 

2000). Finalmente, es efectivo en disminuir el EO inducido por drogas 

(Amudha y col., 2006), diferentes dietas (Thirunavukkarasu y col., 2004), 

edad (Arivazhagan y col., 2002) y ejercicio físico (Khanna y col., 1999).  

El AL se sintetiza de forma endógena a partir de ácido octanoico por 

acción de la ácido lipoico sintetasa (LASY), cuya localización principal es la 

mitocondria (Morikawa y col., 2001). Es importante destacar que la expresión 

génica de LASY disminuye en modelos animales de diabetes y obesidad, 

como ratones ob/ob (Padmalayan y col., 2009), lo cual conlleva a bajos 

niveles endógenos de AL. Este hecho podría provocar un desbalance redox y, 

en consecuencia, inflamación y disfunción mitocondrial, dos características de 

la diabetes (Padmalayan y col., 2009). Por otro lado, la exposición de células a 

citoquinas proinflamatorias (TNFα) o a altas concentraciones de glucosa 
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inducen una disminución en los niveles de ARNm de LASY (Padmalayan y 

col., 2009).  

La suplementación exógena de α-AL es capaz de restituir totalmente la 

actividad de SOD, catalasa, glutatión reductasa (GR) y GPx de un modo dosis 

dependiente (Padmalayan y col., 2009; Thirunavukkarasu y col., 2004). A su 

vez, induce la expresión de LASY, hecho que sugiere que la administración 

exógena de α-AL promueve su síntesis endógena (Maritim y col., 2003a; 

Padmalayan y col., 2009). 

Diversas investigaciones emplean distintas dosis de α-AL, que van 

desde 10 a 100 mg/kg corporal en animales de experimentación en estudios de 

diabetes, sin reportar efectos tóxicos (Maritim y col., 2003b). Luego de 4 

horas de administración oral o intraperitoneal de α-AL marcado 

radioactivamente, la máxima radioactividad se observó en el hígado, y a las 24 

horas posteriores, en músculo esquelético (Harrison y McCormick, 1974), lo 

cual demuestra que el hígado tiene una gran capacidad para absorber y 

acumular α-AL.  

Entre los efectos beneficiosos detectados a este nivel se pueden citar: 

reducción de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) hepáticas 

(Khanna y col., 1997; Thirunavukkarasu y col., 2004), mejora de la 

sensibilidad a la insulina (Cummings y col., 2010; Lee y col., 2005; Song y 

col., 2005), aumento de la absorción y metabolismo de glucosa (Estrada y col., 

1996; Jacob y col., 1996; Moini y col., 2002; Saengsirisuwan y col., 2004; 

Singh y Bowman, 1970; Thirunavukkarasu y col., 2004), en parte debido al 

incremento en la translocación a la membrana plasmática de los 

transportadores GLUT-1 y GLUT-4 (Estrada y col., 1996), con mejora de los 

niveles plasmáticos de glucosa e insulina (Henriksen, 2006; Huong e Ide, 

2008; Thirunavukkarasu y col., 2004).  

Se han registrado además, otros efectos del α-AL, como reducción de la 

expresión génica del factor de transcripción SREBP 1c (responsable de la 

regulación de la expresión génica de enzimas lipogénicas) (Horton y col., 
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2002) y de la expresión génica y actividad enzimática de FAS (Huong e Ide, 

2008; Lee y col., 2006a), disminución dosis dependiente de los niveles 

plasmáticos de TG y NEFA (Thirunavukkarasu y col., 2004) y del contenido 

hepático de TG y colesterol (Huong e Ide, 2008; Ford y col., 2001; Song y 

col., 2005; Yi y Maeda, 2006). De estos estudios se puede inferir que el 

principal efecto del α-AL es la disminución de la lipogénesis hepática, 

reduciendo así la acumulación de lípidos a nivel tisular y plasmático.  

Por otro lado, el tratamiento con α-AL en ratas diabéticas Goto-

Kakizaki reduce el contenido de proteínas carboniladas y mejora la actividad 

de enzimas del sistema de defensa antioxidante como SOD, glutatión S-

transferasa y NAD(P)H quinona oxidoreductasa 1 (Hao y col., 2011). 

Asimismo, se ha registrado que la administración de α-AL retrasa el inicio de 

la diabetes en ratas UCD-T2M (Cummings y col., 2010). 

En resumen, la administración de α-AL normalizaría el medioambiente 

metabólico en respuesta al aumento del depósito de glucosa. De este modo, 

atenuaría o inhibiría aquellas complicaciones de la DMT2 relacionadas con la 

presencia de ROS y la glicosilación de proteínas (Ziegler y col., 1999). Por 

ello, la administración exógena de α-AL sería una alternativa terapéutica para 

el tratamiento de esta patología, particularmente en estadios tempranos de su 

desarrollo.
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1.9. Hipótesis de trabajo y objetivos 

La administración de una DRF a ratas normales induce rápidamente 

alteraciones metabólicas (hipertrigliceridemia y TGA), endocrinas (IR, 

hiperinsulinemia e hiperleptinemia), cambios en el metabolismo hepático de 

glúcidos y lípidos e incremento de la producción de ROS (Alzamendi y col., 

2009; Castro y col., 2011; Francini y col., 2009; 2010; Rebolledo y col., 

2008). Nuestra hipótesis de trabajo es que el hígado afronta inicialmente la 

sobrecarga metabólica inducida por una DRF, la cual genera un estado de EO. 

La secuencia patogénica propuesta sería: el aporte exagerado de fructosa al 

hígado promovería un estado de EO a nivel local; el EO induciría cambios 

metabólicos tendientes a disminuir el flujo de sustratos oxidables hacia la 

mitocondria y el consecuente EO, y una respuesta adaptativa inmuno-

metabólica a dicha injuria. Si la secuencia de eventos causales postulada fuese 

correcta, los cambios descriptos serían secuenciales (EOcambios 

metabólicoscambios inflamatorios) y la administración de un agente capaz 

de reducir el EO podría revertirlos. 

En función de lo expuesto, los objetivos generales de la presente Tesis 

fueron: 

a) desarrollar un modelo de IR y EO inducido por administración 

de una DRF que simule lo ocurrido a nivel poblacional; 

b) estudiar en ese modelo la IR, el grado de EO, marcadores de 

inflamación y mecanismos involucrados en la adaptación metabólica 

hepática frente a la sobrecarga de fructosa y a los cambios hormonales 

generados; 

c) verificar la posible remisión del EO, la IR y los cambios 

metabólicos, endocrinos e inflamatorios hepáticos mediante la 

administración de α-AL.  
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Los objetivos específicos fueron estudiar en el hígado de ratas 

normales control (C) y con IR y TGA inducida por administración de DRF (F) 

y luego de la administración de α-AL (CL y FL): 

a) niveles circulantes de glucosa, TG, TBARS e insulina; 

b) tolerancia a la glucosa (administrada por vía oral); 

c) marcadores de EO tales como el grado de peroxidación lipídica 

(TBARS), contenido de GSH, de carbonilos en proteínas y cambios en la 

expresión génica, contenido proteico y actividad de enzimas antioxidantes 

(catalasa, SOD y GR); 

d) marcadores de inflamación tales como expresión génica y proteica 

de TNF , Ikβ , NFkβ y COX2; 

e) niveles de expresión proteica y estado de fosforilación del RI y de 

mediadores intracelulares de insulina (IRS1, IRS2 y PI3K); 

f) expresión génica, contenido proteico, distribución celular y 

actividad de GQ; 

g) expresión génica y proteica de PFK-2 y su papel modulador de la 

actividad de GQ; 

h) canalización preferencial de la glucosa hacia diferentes vías 

metabólicas (glucogenogénesis, glucólisis, ciclo fútil de la glucosa y vía de las 

pentosas, depósito hepático de TG). 
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2.1. Reactivos empleados 

α-AL (Megatioc ®) de Laboratorio John Martin S.R.L., Argentina; 

fructosa de Laboratorios Cicarelli, Argentina; isofluorano (Forane ®) de 

Abbot; TRIzol, agua con DEPC, retrotranscriptasa SuperScript III, Platinum 

Taq DNA Polymerasa y cebadores de Invitrogen, EE.UU.; SYBG Green de 

Molecular Probes, EE.UU.; membranas de PVDF, estándar de peso molecular 

de proteínas Precision Plus Protein Standards y Bio-Rad protein assay de Bio-

rad Laboratories, EE.UU.; Tween 20 de Promega Corporation, EE.UU.; β 

mercaptoetanol de J.T. Baker, Japón. Procedencia de los anticuerpos 1º: anti-

catalasa de Rockland, Gilbertsville, Pennsylvania, EE.UU.; anti-glucoquinasa 

(anti-GQ) cedido por Dr. Mark Magnusson, Vanderbilt University, Nashville, 

EE.UU.; anti-sustrato del receptor de insulina 1 (anti-IRS1), anti-sustrato del 

receptor de insulina 2 (anti-IRS2) y anti-fosfatidilinositol-3-quinasa (anti-

PI3K) de Upstate, Millipore, EE.UU.; anti-fosfofructoquinasa 2 (anti-PFK2) y 

anti-superóxido dismutasa 1 (anti-SOD1) cedidos por el Prof. Sigurd Lenzen, 

Hannover Biomedical Research School, Hannover, Alemania; anti-

cilooxigenasa 2 (anti-Cox2) de Cayman Chemical; anti-glutatión reductasa 

(anti-GR), anti-fructoquinasa (anti-FQ), anti-Iκβα, anti-p22
phox

, anti-receptor 

de peroxisomas activado por proliferación alpha (anti-PPARα) , anti-receptor 

de peroxisomas activado por proliferación gamma (anti-PPARγ), anti-receptor 

de peroxisomas activado por proliferación delta (anti-PPARδ), anti-superóxido 

dismutasa 2 (anti-SOD2), anti-factor de necrosis tumoral alpha (anti-TNFα), 

anti-proteína desacoplante mitocondrial 2 (anti-UCP2), anti-receptor de 

insulina subunidad β (anti-RI) y anti-fosfo-Tirosina (anti-pTyr) de Santa Cruz 

Biotechnology, EE.UU. Procedencia de los anticuerpos 2º: anti-cabra, anti-

cabra peroxidasa-conjugado, anti-oveja, anti-conejo, anti-conejo peroxidasa-

conjugado y anti-ratón peroxidasa-conjugado son de Santa Cruz 

Biotechnology, EE.UU. y anti-pollo peroxidasa-conjugado de Dianova GmbH, 

Alemania. La estreptavidina peroxidasa-conjugado de Perkin Elmer, EE.UU. 

El resto de los reactivos fueron provistos por Sigma-Aldrich, EE.UU. 
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2.2. Grupos experimentales 

Se emplearon ratas 

Wistar macho adultas (180-

200 g de peso corporal) que se 

mantuvieron en tratamiento 

durante 21 días divididas en 4 

grupos experimentales: C: 

dieta comercial estándar y 

agua corriente ad libitum; CL: 

tratamiento igual al anterior más inyección intraperitoneal de α-AL (35 mg/kg 

peso corporal/día), durante los últimos 5 días de tratamiento; F: dieta 

comercial estándar con el agregado de fructosa al 10% en el agua de bebida; y 

FL: tratamiento igual al anterior más inyección intraperitoneal de α-AL (35 

mg/kg peso corporal/día) durante los últimos 5 días de tratamiento. La dosis 

de α-AL así como la vía de aplicación y el tiempo de tratamiento se eligieron 

después de ensayar diferentes condiciones. Se seleccionó aquella dosis y vía 

que aseguraron la supervivencia del 100% de los animales al final del 

tratamiento. Los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura y 

humedad constantes (23 ± 1°C, 50% humedad) y ciclos de luz/oscuridad 

controlados de 12 horas cada uno. Se registró semanalmente el peso corporal y 

la ingesta de comida, mientras que el control de bebida se realizó 3 veces por 

semana. 

Transcurridos los 21 días de tratamiento, los animales se anestesiaron 

por inhalación con isofluorano y se tomaron muestras de sangre del plexo 

retroorbitario. Luego se sacrificaron por dislocación cervical y se tomaron 

muestras de hígado, las cuales fueron almacenadas a -80ºC hasta el momento 

de su procesamiento. 
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2.3. Determinación de parámetros séricos 

Para la obtención de suero, las muestras de sangre se centrifugaron a 

5000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se determinaron los siguientes 

parámetros: 

■ Glucemia: se midió por el método de glucosa-oxidasa GOD-PAP 

(Roche, Mannheim, Alemania) empleando tiras reactivas One Touch (Johnson 

& Johnson, EE.UU.). Los resultados se expresaron como mg glucosa/dl de 

suero. 

■ Insulinemia: la insulina se determinó por radioinmunoanálisis 

(Herbert y col., 1965) utilizando el anticuerpo anti-insulina y un estándar de 

insulina de rata (Kit de Linco Research Inc., IN, EE.UU.). Los valores se 

expresaron como ng insulina/ml suero. 

■ TBARS séricos: se siguió el protocolo propuesto por Yagi (1976). A 

150 µl de plasma se adicionaron 350 µl de agua destilada. A 500 µl de dicha 

solución se adicionaron 4 ml de H2SO4 0,08 N y 500 µl de ácido 

fosfotúngstico al 10%. Se agitó y dejó reposar a temperatura ambiente durante 

5 minutos, luego se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos. Se resuspendió 

el pellet en 4 ml de agua destilada y se adicionó 1 ml de ácido tiobarbitúrico al 

0,70% en agua destilada:ácido acético glacial (1:1). Se calentaron las muestras 

a 95°C durante 60 minutos. Luego se dejó enfriar y se adicionaron 3 ml de 

butanol, se agitó y centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos. Se transfirió la 

capa orgánica a un nuevo tubo y se midió por espectrofotómetro a 535 nm. 

Los resultados se expresaron en picomoles/mg proteínas séricas. 

■ Trigliceridemia: se midió mediante un método enzimático (kit TG 

Color GPO/PAP AA; Laboratorios Wiener, Argentina).  

Fundamento del método: 

                         Lipoprotein lipasa 

TG  --------------------  glicerol + ácidos grasos 
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                                       Glicerol quinasa 

Glicerol + ATP --------------------  glicerol-1-P + ADP 

 

                                      Glicerol fosfato oxidasa 

Glicerol-1-P + O2 ------------------  H2O2 + DHA-P 

 

                               Peroxidasa 

2H2O2 + 4-aminofenazona + clorofenol -----------  quinonimina roja 

A 10 µl de suero se agregó 1 ml de reactivo de trabajo. La mezcla se 

incubó 5 minutos a temperatura ambiente y se midió la absorbancia por 

espectrofotometría a 505 nm. La trigliceridemia se calculó en relación al 

estándar provisto en el kit aplicando la siguiente fórmula: (absorbancia de la 

muestra corregida con el blanco x 2 g/l)/absorbancia del estándar. Los valores 

se expresaron como mg de TG/dl de suero. 

■ ALT: se determinó empleando el kit Alanina aminotransferasa 

ALT/GPT (Biosystems S.A., España). La ALT cataliza la transferencia del 

grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato, formando piruvato y glutamato. 

La concentración catalítica se determina empleando la reacción acoplada de la 

LDH a partir de la velocidad de desaparición del NADH medido a 340 nm.  

Fundamento del método: 

   ALT 

Alanina + 2-oxoglutarato  ------  piruvato + glutamato 

 

         LDH 

Piruvato + NADH + H
+
   ------  Lactato + NAD

+
 

Para ello, a 4 ml de reactivo A (Tris 150 mM, L-alanina 750 mM, 

lactato deshidrogenasa > 1350 U/l, pH 7,3) se agregó 1 ml de reactivo B 

(NADH 1,3 mM, 2-oxoglutarato 75 mM, NaOH 148 mM y azida sódica 9,5 
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g/l). Un ml de esta mezcla se incubó con 50 µl de suero a 37ºC durante 1 

minuto y se midió la absorbancia a 340 nm cada 3 minutos. La concentración 

de ALT se calculó según la siguiente fórmula: (variación de la absorbancia por 

minuto x volumen total de la reacción x 10
6
)/ (coeficiente de absorción molar 

del NADH x 1 cm de paso de luz de la cubeta x volumen de muestra). Los 

resultados se expresaron como U de ALT/l de suero. 

■ AST: se determinó con el kit Aspartato aminotransferasa AST/GPT 

(Biosystems S.A., España). La AST cataliza la transferencia del grupo amino 

del aspartato al 2-oxoglutarato, formando oxalacetato y glutamato. La 

concentración catalítica se determina empleando la reacción acoplada de la 

MDH a partir de la velocidad de desaparición del NADH medido a 340 nm. 

Fundamento del método: 

  AST 

Aspartato + 2-oxoglutarato    ------  oxalacetato + glutamato 

 

                MDH 

Oxalacetato + NADH + H
+
   ------  Malato + NAD

+
 

Para ello, a 4 ml de reactivo A (Tris 121 mM, L-aspartato 362 mM, 

malato deshidrogenasa > 460 U/l, lactato deshidrogenasa > 660 U/l, NaOH 

255 mM, pH 7,8) se agregó 1 ml de reactivo B (NADH 1,3 mM, 2-

oxoglutarato 75 mM, NaOH 148 mM y azida sódica 9,5 g/l). Los resultados se 

expresaron como U de AST/l de suero. 

■ Modelo de determinación homeostático de IR (HOMA-IR): este 

índice de sensibilidad a la insulina se calcula empleando los valores obtenidos 

de glucemia e insulinemia, aplicando la siguiente fórmula: insulinemia 

(µU/ml) x glucemia (nmol/l)/ 22,5. Relacionado con este índice también se 

calculó la función β (HOMA-β) a partir de la fórmula: insulinemia (µU/ml) x 

20 / glucemia (nmol/l) – 3,5 (Matthwes y col., 1985).  
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■ Indice de sensibilidad hepática a la insulina (ISHI): este índice se 

determina empleando los valores obtenidos de glucemia e insulinemia y 

aplicando la siguiente fórmula: k/glucemia plasmática de ayuno x insulina 

plasmática de ayuno donde k=22,5 x 18 (Matsuda y DeFronzo, 1999). 

2.4. Curva de tolerancia oral a la glucosa 

Seis animales de cada uno de los grupos experimentales se emplearon 

para realizar la curva de tolerancia oral a la glucosa. Con un ayuno previo de 

12 horas, los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina 80 mg/kg y 

midazolan 5 mg/kg y se les suministró por vía oral 1,1 g glucosa por kg de 

peso corporal (en solución salina al 18%). Se obtuvieron muestras de sangre 

del plexo retroorbital a los 0, 30, 60 y 120 minutos luego de la sobrecarga y 

con ellas se determinó la glucemia por el método previamente descripto. Con 

los valores obtenidos se calcularon las correspondientes áreas bajo la curva 

empleando el programa Origin Pro 7.5. 

2.5. Expresión génica mediante PCR en tiempo real (qPCR) 

Para la determinación de expresión génica se aisló ARN total de 

muestras de hígado utilizando el reactivo TRIzol según el método de 

Chomczynsky y Sacchi (1987). Para ello se emplearon trozos de hígado (100-

150 mg) a los cuales se adicionó 1 ml de TRIzol en tubos plásticos estériles. 

Las muestras se homogeneizaron con un microhomogeneizador ultraturrax y 

posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante obtenido se incubó 5 minutos a temperatura ambiente y se le 

agregaron 200 µl de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamílico (49:1 v/v). 

Tras 3 minutos de incubación a temperatura ambiente, se centrifugó a 12000 

rpm durante 15 minutos a 4°C. Al sobrenadante obtenido se le adicionaron 

500 μl de isopropanol frío y la mezcla se incubó 10 minutos a temperatura 

ambiente y luego a -20ºC por 16 horas. Posteriormente, las muestras se 
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centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos, a 4 ºC. Al precipitado obtenido 

se le adicionó 1 ml de etanol 75% para el lavado del mismo. La mezcla se 

centrifugó a 10000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y el ARN resultante 

(precipitado) se resuspendió en 50 μl de agua con DEPC y se congeló a -80ºC 

hasta su utilización. 

La integridad del ARN obtenido se verificó mediante electroforesis en 

gel desnaturalizante de agarosa 1%-formaldehído 5%, verificándose la 

presencia de las bandas correspondientes al ARNr de 28S y 18S (Figura 8). 

Para determinar la concentración y pureza del mismo se midió la absorbancia 

de las muestras a 260 nm/280 nm en un espectrofotómetro Shimadzu. La 

lectura de una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una 

concentración de ARN de 0,04 µg/µl, por lo que su concentración en la 

muestra se determina empleando la siguiente fórmula: ARN muestra = Abs260 

x dilución x 0,04 µg/µl. 

La relación de absorbancias a 260/280 nm también es un indicador de 

pureza del ARN. Valores entre 1,6 y 2 para esta relación indican ARN libre de 

contaminación con proteínas o restos de fenol de los reactivos de extracción. 

Valores mayores indican contaminación con sales.  

 

 

Figura 8: A: electroforesis de ARN ribosómico 28S y 18S. B: electroforesis correspondiente 

al amplicón de β actina y un estándar de peso molecular como referencia 
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A partir del ARN total aislado se obtuvo el ADNc mediante 

retrotranscripción (RT-PCR) utilizando la enzima retrotranscriptasa 

SuperScript III. La eficiencia de este proceso se verificó mediante PCR 

convencional utilizando cebadores para β-actina (amplicón de 138 pb). La 

visualización de la correspondiente banda se efectuó sometiendo el producto 

de la reacción a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Figura 8). 

El ADNc se empleó para la cuantificación del ARNm mediante qPCR 

(Mini Opticon real-time PCR detection system, Bio-Rad Laboratories, 

EE.UU.), usando cebadores específicos para cada gen en estudio (360 nM 

concentración final), Platinum Taq DNA Polymerasa y SYBG Green como 

fluoróforo. Dicha sustancia es un reactivo con la capacidad del unirse al ADN 

doble hebra y por lo tanto útil para la cuantificación del mismo. 

Los cebadores empleados se diseñaron usando las secuencias de 

referencia presentes en la base de datos de GenBank. En la siguiente tabla se 

detallan los números de identificación de dichas secuencias y los cebadores 

diseñados.  

Tabla 1: secuencias de cebadores empleados en qPCR. Se detalla el número de secuencia de 

GenBank que se empleó para su diseño 

Gen 
Número de 

identificación 

en GenBank 

Secuencias 

β actina NM_031144.2 
FW 5’-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’ 

RV 5’-CGATAGTGATGACCTGACCGT-3’ 

Catalasa NM_012520.1 
FW 5’-CCTCAGAAACCCGATGTCCTG-3’ 

RV 5’-GTCAAAGTGTGCCATCTCGTCG-3’ 

ChREBP NM_133552.1 
FW 5’-CAGATGCGGGACATGTTTGA-3’ 

RV 5’-AATAAAGGTCGGATGAGGATGCT-3’ 

CPT-1 NM_031559.2 
FW 5’-GGGCGGTACTTCAAGGTCTGG-3’ 

RV 5’-GTCTGCCGACACTTTGCCCA-3’ 

FAS NM_017332.1 
FW 5’-GTCTGCAGCTACCCACCCGTG-3’ 

RV 5’-CTTCTCCAGGGTGGGGACCAG -3’ 

FQ NM_031855.3 
FW 5’-ACGGATCGCAGGTGCCTAT-3’ 

RV 5’-AGCACAGTGCAGGAGTTGGA-3’ 

Gl-6-Pasa NM_013098.2 
FW 5’-GATCGCTGACCTCAGGAACGC-3’ 

RV 5’-AGAGGCACGGAGCTGTTGCTG-3’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_133552.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031559.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017332.1
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Gl-6-PDH NM_017006.2 
FW 5’-TTCCGGGATGGCCTTCTAC-3’ 

RV 5’-TTTGCGGATGTCATCCACTGT-3’ 

gp91
phox

 NM_023965.1 
FW 5’-CCAGTGTGTCGGAATCTCCT-3’ 

RV 5’-ACACCACTCCACGTTGAACA-3’ 

GPAT NM_017274.1 
FW 5’-GACGAAGCCTTCCGAAGGA-3’ 

RV 5’-GACTTGCTGGCGGTGAAGAG-3’ 

GQ NM_012565.1 
FW 5’-GTGTACAAGCTGCACCCGA-3’ 

RV 5’-CAGCATGCAAGCCTTCTTG-3’ 

GR NM_ 030826.3 
FW 5’-TCCACCGTGTATGCCTTCTCG-3’ 

RV 5’-CGACATTCTCAATGAGCAGCACC-3’ 

IL1β NM_031512.2 
FW 5’-ACAAGGAGAGACAAGCAACGAC-3’ 

RV 5’-TCTTCTTTGGGTATTGTTTGGG-3’ 

IRS1 NM_012969 
FW 5’-TGTGCCAAGCAACAAGAAAG-3’ 

RV 5’-ACGGTTTCAGAGCAGAGGAA-3’ 

IRS2 NM_001168633.1 
FW 5’-CTACCCACTGAGCCCAAGAG-3’ 

RV 5’-CCAGGGATGAAGCAGGACTA-3’ 

LASY NM_001012037.1 
FW 5’-GGAAGCCCGATGTCCAAACA-3’ 

RV 5’-TGGAGGGGGATTTCTTGCCG-3’ 

NFκβ NM_199267.2 
FW 5’-CATGCCAACGCCCTCTTCGA-3’ 

RV 5’-TGTCCCCGTTCTCATCCTGCAC-3’ 

p22
phox

 NM_024160.1 
FW 5’-CACGCAGTGGTACTTTGGTG-3’ 

RV 5’-CACGGACAGCAGTAAGTGGA-3’ 

PAI-1 NM_012620.1 
FW 5’-CCACGGTGAAGCAGGTGGACT-3’ 

RV 5’-TGCTGGCCTCTAAGAAGGGG-3’ 

PEPCK NM_198780.3 
FW 5’-TGCCCCAGGAAGTGAGGAAG-3’ 

RV 5’-GGTCAGTGAGAGCCAGCCAAC-3’ 

PFK-2 NM_012621.4 
FW 5’-CGATCTATCTACCTATGCCGCCAT-3’ 

RV 5’-ACACCCGCATCAATCTCATTCA-3’ 

PK NM_012624.3 
FW 5’-TATGGCGGACACCTTCCTGGA-3’ 

RV 5’-CATGGGAGAAGTTGAGTCGTGC-3’ 

PPARα NM_013196.1 
FW 5’-CACCCTCTCTCCAGCTTCCA-3’ 

RV 5’-GCCTTGTCCCCACATATTCG-3’ 

PPARδ NM_013141.2 
FW 5’-AACGAGATCAGCGTGCATGTG-3’ 

RV 5’-TGAGGAAGAGGCTGCTGAAGTT-3’ 

PPARγ NM_001145366.1 
FW 5’-ATGGAGCCTAAGTTTGAGTTTGCT-3’ 

RV 5’-GGATGTCCTCGATGGGCTTCA-3’ 

SOD1 NM_017050.1 
FW 5’-GTGCAGGGCGTCATTCACTTC-3’ 

RV 5’-TGCCTCTCTTCATCCGCTGGA-3’ 

SOD2 NM_017051.2 
FW 5’-ACCGAGGAGAAGTACCACGA-3’ 

RV 5’-TAGGGCTCAGGTTTGTCCAG-3’ 

SREBP 1c XM_213329.5 
FW 5’-TTTCTTCGTGGATGGGGACT-3’ 

RV 5’-CTGTAGATATCCAAGAGCATC-3’ 

TNFα NM_012675.3 
FW 5’-GGCATGGATCTCAAAGACAACC-3’ 

RV 5’-CAAATCGGCTGACGGTGTG-3’ 

UCP2 NM_019354.2 
FW 5’-GAGAGTCAAGGGCTAGCGC-3’ 

RV 5’-GATGCCTGCATGCTCTGAG-3’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_023965.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017274.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030826.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_199267.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012620.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_198780.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012624.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001145366.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017050.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_213329.5
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El programa estándar utilizado para la cuantificación de la expresión 

génica fue: 3’ a 95ºC, 39 ciclos de (30’’ a 95ºC, 45’’ a 65ºC, 30’’ a 72ºC) y 

10’ a 72ºC. En algunos casos se realizaron algunas modificaciones para 

mejorar la eficiencia de amplificación. En la Figura 9 se pueden observar dos 

curvas de amplificación correspondientes a dos genes distintos.  

Los datos se muestran como expresión relativa luego de su 

normalización respecto al gen de referencia β actina empleando el software 

Qgene96 y LineRegPCR (Muller y col., 2002). 

 

Figura 9: curvas de amplificación de dos genes distintos en qPCR, medidas por 

fluorescencia. RFU: unidades relativas de fluorescencia 

La especificidad de los cebadores empleados se verificó mediante la 

realización de las curvas de fusión (“melting”) de los productos amplificados 

correspondientes a la qPCR previamente descripta. Dichas curvas se 

obtuvieron calentando la muestra desde 55ºC a 95ºC y registrando la 

fluorescencia cada 0,5ºC. El incremento de la temperatura genera la ruptura o 

desnaturalización de la estructura de la doble hebra de ADN y en esas 

condiciones varía la intensidad de la fluorescencia emitida por el fluoróforo 

SYBR Green I. Si se grafica la variación de intensidad en función de la 
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temperatura obtenemos un registro, donde la presencia de un pico corresponde 

a la temperatura de fusión del fragmento. La presencia de más de un pico 

implica la presencia de más de un producto de amplificación y por lo tanto 

inespecificidad de los cebadores empleados. En la Figura 10 se presentan dos 

curvas de fusión pertenecientes a dos amplicones diferentes. 

 

Figura 10: curvas de fusión de dos genes distintos en qPCR, medidas por fluorescencia 

2.6. Expresión proteica mediante Western blot 

Las muestras de hígado se homogeneizaron en buffer PBS I, en relación 

tejido/buffer 1+3. Dicho buffer tiene la siguiente composición: 

Sales:            NaCl 137 mM  

                      KCl 2,7 mM  

                      Na2HPO4 10 mM 

                      KH2HPO4 2 mM 

Inhibidores:  PMSF 0,1 mM  

                      Benzamidina 0,1 mM 
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                      DTT 2 mM  

                      Aprotinina 4 µg/ml  

Sacarosa 0,3 M  

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 

minutos a 4ºC. La concentración proteica del sobrenadante se midió según 

Bradford (1976) empleando el reactivo Biorad protein assay. Las muestras se 

congelaron a -80ºC, hasta el momento de uso. 

Para continuar el proceso, a cada muestra se le adicionó buffer Laemmli 

con β mercaptoetanol en relación 1:1 y se calentó a 95ºC durante 10 minutos 

(para desnaturalizar las proteínas). Luego se sembraron en geles de 

poliacrilamida de diferente densidad, de acuerdo al peso molecular de la 

proteína en estudio. 

Una vez realizada la siembra de las muestras, se sometieron a 

electroforesis en gel (20 mA constante). Finalizada la misma, las proteínas se 

transfirieron por el sistema de transferencia semi-húmeda a una membrana de 

PVDF a 10 V constantes durante 30 minutos, empleando buffer de 

transferencia (Tris base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 1,3 mM, 20% metanol, 

pH 9,2). Las membranas se incubaron en presencia de leche libre de ácidos 

grasos al 10% en buffer TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5) con Tween 

20 0,1% durante 16 horas a 4ºC, con el objeto de bloquear los sitios 

inespecíficos en la membrana.  

Finalizado el bloqueo las membranas se lavaron (3 lavados de 10 

minutos cada uno) con TBS-Tween 20 0,1% y luego se incubaron con el 

anticuerpo primario correspondiente diluido en TBS-Tween 20 0,1% y 3% 

BSA el tiempo necesario (ver en la Tabla 2 las condiciones particulares para 

cada anticuerpo). Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos 

cada uno con TBS-Tween 20 0,1% y luego se incubaron con el anticuerpo 



Materiales y métodos 

 44 

 

secundario correspondiente, preparado según fue detallado para el anticuerpo 

primario. 

Tras realizar tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween 20 

0,1%, se efectuó el revelado de la muestra y en consecuencia de la proteína 

correspondiente utilizando 10 mg de DAB diluida en 20 ml de TBS, 10 µl de 

NiCl2 10% y 15 µl de H2O2 30% (v/v) (Figura 11). La reacción se detuvo con 

agua destilada. En los casos especificados el revelado se efectuó mediante 

ECL, empleando el kit Amersham
TM

 ECL
TM

 Western blotting analysis system 

(GE Healthcare, UK). 

 

 

Figura 11: imagen de un Western blot revelado con DAB. A la izquierda se observa 

estándar de peso molecular utilizado como referencia, la banda rosa superior corresponde a 

75 kDa y las azules siguientes a 50 y 37 kDa de arriba hacia abajo 

Las membranas se secaron, se escanearon y las bandas se cuantificaron 

empleando el software Gel-Pro Analyser.  

En la tabla siguiente se detallan el peso molecular de la proteína a 

detectar, la cantidad de proteína sembrada (µg prot), la densidad del gel (%), 

los anticuerpos empleados, las diluciones de uso, tiempos de incubación (T) en 

minutos (m) u horas (h) y el tipo de revelado (R) para cada proteína en 

particular. 

Las incubaciones de 16 horas con anticuerpos primarios se realizaron a 

4ºC. El resto de los anticuerpos se incubaron a temperatura ambiente. 
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Tabla 2: se detallan las condiciones de uso de los anticuerpos empleados para Western blot 

Proteína 
(PM kDa) 

µg 
prot 

Gel 
% 

Anticuerpo 
1° 

T 
(h) 

Anticuerpo  
2° 

T 
(m) 

R 

Catalasa 

(60) 
50 10 

Anti-catalasa 

1:5000 
2 

Anti-conejo 

peroxidasa 1:2000 
60 DAB 

COX2 

(72) 
50 10 

Anti-COX2 

1:1000 
16 

Anti-conejo 

peroxidasa 1:5000 
60 ECL 

FQ 

(33) 
100 12,5 

Anti-FQ 

1:1000 
16 

Anti-cabra-peroxidasa 

1:10000 
90 ECL 

GQ 

(60) 
20 10 

Anti-GQ 

1:2000 
1,5 

Anti-oveja 1:2000/ 

estreptavidina-

peroxidasa 1:2000 

30 

30 
DAB 

GR 

(65) 
100 10 

Anti-GR 

1:50 
2,5 

Anti-conejo 1:2000/ 

estreptavidina 

peroxidasa 1:2000 

30 

30 
DAB 

Iκβα 

(40) 
50 10 

Anti- Iκβα 

1:1000 
16 

Anti-conejo 

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

IRS1 

(165) 
20 6 

Anti-IRS1 

1:2000 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

IRS2 

(180) 
150 6 

Anti-IRS2 

1:2000 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

PFK-2 

(58) 
200 10 

Anti-PFK-2 

1:10000 
2 

Anti-pollo-peroxidasa 

1:400000 
60 DAB 

p22
phox 

(22) 
100 12,5 

Anti- p22
phox   

1:200 
2,5 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:10000 
90 DAB 

PI3K 

(85) 
50 7,5 

Anti-PI3K 

1:6000 
1,5 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:10000 
90 ECL 

PPARα 

(55) 
150 10 

Anti-PPARα 

1:100 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

PPARγ 

(67) 
150 10 

Anti-PPARγ 

1:100 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

PPARδ 

(60) 
50 10 

Anti- PPARδ 

1:100 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 

RI 

(95) 
50 10 

Anti-RI 

1:2000 
16 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:20000 
60 ECL 
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SOD1 

(30) 
100 12,5 

Anti-SOD1 

1:3000 
3 

Anti-conejo-

peroxidasa 1:10000 
60 DAB 

SOD2 

(25) 
50 12,5 

Anti-SOD2 

1:1000 
1,5 

Anti-conejo 1:1000/ 

estreptavidina-

peroxidasa 1:2000 

30 

30 
DAB 

TNFα 

(17) 
150 12,5 

Anti- TNFα 

1:1000 
16 

Anti-cabra-peroxidasa 

1:10000 
120 ECL 

UCP2 

(32) 
100 12,5 

Anti-UCP2 

1:500 
16 

Anti-cabra 1:1000/ 

estreptavidina-

peroxidasa 1:2500 

60 

60 
DAB 

Para el caso de pTyr: las muestras se inmunoprecipitaron con el 

anticuerpo 1º anti-pTyr, en buffer de solubilización (1% Tritón-X100, Tris 

base 100 mM pH 7,4, Na4P2O7 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10 mM; 

Na3VO4 10 mM, PMSF 2 mM y 0,1 g/l de aprotinina) durante 16 horas en 

homogeneizador giratorio a 4ºC. Posteriormente se adicionó proteína sefarosa 

A en buffer de lavado (Tris base 50 mM, 1% Tritón-X100 y Na3VaO4 2 mM, 

pH 7,4) y se incubó en el homogeneizador a 4ºC durante 2 horas más. Las 

muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto, se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se volvió a resuspender con buffer de lavado y 

se centrifugó 3 veces más; luego el precipitado se resuspendió en buffer de 

muestra Laemmli y se calentó a 95ºC durante 10 minutos. Se sembraron 150 

µg de proteína en un gel 6%. La identificación de las proteínas fosforiladas se 

realizó utilizando anticuerpo 1º anti-RI o anti-IRS1 según se detalló en la 

Tabla 2. La detección se realizó con ECL. 

2.7. Actividades enzimáticas 

2.7.1. Actividad de SOD 

Se homogenizaron trozos de hígado con buffer de homogeneización 

PBS más el agregado de inhibidores de proteasas descripto en el apartado de 

Western blot, en una relación tejido/buffer 1 + 3. 



Materiales y métodos 

 47 

 

A partir de este homogenado se obtuvieron microsomas hepáticos por 

centrifugación diferencial según la técnica de Slater y Sawyer (1971). La 

fracción precipitada, correspondiente a los microsomas, se resuspendió en 30 

mM buffer fosfato, 8,8 g/l KCl, pH 7,4 y se congeló a -80ºC hasta su posterior 

utilización.  

La determinación de la actividad se realizó siguiendo el protocolo de 

Oberley y Spitz (1984). Para ello, a 1 volumen de suspensión de microsomas, 

se adicionó una mezcla de etanol/cloroformo 0,25/0,15 (v/v). La mezcla de 

incubó en hielo durante 15 minutos. Luego se agregó 0,1 volúmenes de agua 

destilada y se centrifugó 15 minutos a 12000 rpm. Con el sobrenadante 

obtenido se siguió el protocolo detallado en la Tabla 3. 

Las diferentes muestras se incubaron durante 60 minutos a 37°C en 

cada una de las condiciones descriptas en la tabla y finalmente se midió la 

absorbancia de las mismas a 560 nm. La actividad enzimática se calculó como 

la diferencia entre la absorbancia de cada muestra y la absorbancia de los 

controles xantina-oxidasa. Los datos se calcularon expresaron como k/mg de 

proteína. 

Tabla 3: protocolo seguido para la medición de la actividad enzimática de SOD total 

Reactivo Blanco (µl) 
Control del 
blanco (µl) 

Muestra (µl) 
Control de 
muestra (µl) 

Buffer Tris-EDTA 790 890 780 880 

NBT 100 100 100 100 

Hipoxantina 10mM 10 10 10 10 

Muestra - - 20 20 

Xantina-oxidasa 100 - 100 - 
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2.7.2. Actividad de catalasa 

Se partió de homogenados preparados como se detalló para SOD. La 

determinación de la actividad de catalasa, se efectuó siguiendo el protocolo de 

Claiborne (1985). Para ello se adicionó 1 ml de H2O2 30 mM  a 2 ml de 

homogenado. A 1 volumen de esta mezcla se le adicionó 1% Tritón X-100, en 

proporción 1:10 y finalmente la muestra se diluyó para su lectura con buffer 

fosfato (1:100 o 1:500). La absorbancia se leyó durante 2 minutos a 240 nm, 

registrando así la desaparición de H2O2. Los datos se calcularon empleando el 

coeficiente de extinción molar del H2O2  (ε: 40 M
-1

 cm
-1

) y se expresaron por 

U/mg de proteína. 

2.7.3. Actividad de GQ 

Se homogenizaron trozos de hígado en buffer PBS I en una relación 

tejido/buffer de 1+3 y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se 

determinó la concentración proteica del sobrenadante (o fracción citosólica), 

como se describió anteriormente.  

Para obtener la fracción nuclear se resuspendió el precipitado obtenido 

en la primera centrifugación en 1 ml del buffer previamente descripto y se 

centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos. El precipitado obtenido se 

resuspendió en 150 µl de buffer con digitonina (KCl 150 mM, Hepes 3 mM, 

DTT 2 mM y 40 µg/ml digitonina, pH 7,4) y se incubó durante 12 minutos a 

20ºC. Luego se centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos y se tomó el 

sobrenadante. Dicho sobrenadante corresponde a la fracción nuclear. Se 

determinó la concentración de proteína en ambas fracciones con la técnica 

descripta anteriormente. 

Para medir la actividad de GQ en ambas fracciones, se empleó buffer 

de reacción conteniendo Hepes 20 mM, KCl 125 mM, MgCl2 7,5 mM, Na-

ATP 5 mM, NADP 0,5 mM y Gl-6-PDH 0,5 U/ml, pH 7,4. La mezcla de 

reacción se preparó con 800 µl de buffer de reacción más 40 µl de glucosa 1 
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mM o 100 mM (concentraciones finales) más 10 µl de muestra. La mezcla se 

incubó a 37ºC y se midió la absorbancia a 340 nm durante 10 minutos para 

obtener la cinética enzimática. La actividad de GQ se obtuvo sustrayendo la 

actividad de hexoquinasa (medida con 1 mM glucosa) de la actividad total 

(medida con 100 mM glucosa). Los resultados se expresaron como mU/mg 

proteína. 

2.7.4. Actividad de Gl-6-Pasa 

Se obtuvieron microsomas de hígado, homogeneizando muestras en 

buffer de homogeneización (sacarosa 0,25 M, Tris-acetato 5 mM, Na-EDTA 

0,5 mM, pH 7,4), en relación 1+3. El homogenado se centrifugó a 9000 rpm 

durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido se centrifugó a 50000 rpm por 

60 minutos. Se descartó el sobrenadante y se adicionó al precipitado 1 ml de 

buffer de homogeneización sin Na-EDTA y se centrifugó nuevamente a 50000 

rpm durante 60 minutos más. El precipitado obtenido se resuspendió en 1 ml 

de buffer sin EDTA. Se determinó su concentración proteica según se detalló 

anteriormente y se congeló a -80°C hasta el momento de su procesamiento. 

Para la determinación, 10 mg de proteína de la muestra se incubaron 

con y sin Tritón X-100 0,75% (p/v) a 0ºC durante 20 minutos. A una alícuota 

de 50 µl de cada muestra se le agregaron 400 µl de AcNa 100 mM (pH 6,5) y 

50 µl de Gl-6-Pi 0,8 M y se incubó durante 10 minutos a 30ºC. Se detuvo la 

reacción con el agregado de 250 µl de TCA 10%. A 200 µl de cada muestra se 

agregó 2 ml de MoNH4/H2SO4 1 N y 320 µl de FeSO4/H2SO4 0,15 N. La 

absorbancia se determinó a 660 nm. Los resultados se expresaron como 

latencia % = (1-actividad en microsomas intactos/actividad en microsomas 

permeabilizados) x100 (Zoccoli y col., 1982). 
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2.7.5. Actividad de Gl-6-PDH 

Se realizaron homogenados de hígado en buffer Tris/HCl 0,1 M, EDTA 

1 mM (pH 7,6), en relación 1+9. Los mismos se centrifugaron a 1500 rpm 

durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se volvió a centrifugar a 9000 

rpm durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizó para determinar 

actividad enzimática, midiendo la producción de NADPH a 5 y 10 minutos 

mediante espectrofotometría a 340 nm. Para ello se siguió el protocolo que se 

presenta en la Tabla 4, previa medición de la concentración proteica como se 

describió previamente. 

Se calculó la diferencia de las absorbancias obtenidas a los 10 y 5 

minutos para cada cubeta y la actividad enzimática se obtuvo sustrayendo el 

delta de la cubeta 4 del delta de la cubeta 3. Los resultados se expresaron 

como U/mg proteína (Beutler, 1975). 

Tabla 4: protocolo seguido para la medición de la actividad enzimática de Gl-6-PDH. Se 

detallan las concentraciones y los volúmenes empleados de cada reactivo 

Solución Cubeta 1 Cubeta 2 Cubeta 3 Cubeta 4 

Tris-HCl 1M, EDTA 

5mM, pH 8 
100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

MgCl2 0,1 M 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

NADP 2 mM 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

Muestra 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 

H2O 695 µl 595 µl 595 µl 495 µl 

Incubación durante 10 minutos a 37ºC 

Gl-6-P 6 mM  100 µl  100 µl 

6-PGA 6 mM   100 µl 100 µl 
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2.7.6. Actividad de FQ 

Se realizaron homogenados con buffer de homogeneización (Hepes 25 

mM, KCl 100 mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,1; con el agregado de 

inhibidores de proteasas del mismo modo en que se detalló para la preparación 

de muestras para Western blot) en relación 1+3. Se centrifugó a 2500 rpm 

durante 5 minutos a 4ºC. Se tomó el sobrenadante y se midió la concentración 

de proteínas como se describió anteriormente. 

Se tomó el volumen correspondiente a 20 μg de proteína y se 

adicionaron 200 μl de buffer de reacción (Hepes 25 mM, MgCl2 6 mM, KCl 

25 mM, NaF 10 mM, D-fructosa 5 mM, NADH 0,2 mM, fosfoenolpiruvato 1 

mM, piruvato quinasa 40 U/ml y LDH 40 U/ml, pH 7,1). Se realizaron las 

mezclas de reacción por duplicado, incluyendo o no N-acetil-D-glucosamina 1 

M en dicho buffer. La mezcla de reacción se incubó durante 3 minutos a 

temperatura ambiente y luego se adicionaron 10 μl de ATP 5 mM. La 

actividad se midió en espectrofotómetro a 340 nm durante 10 minutos. Los 

resultados se expresaron como mU/mg proteína. 

2.8. Otras mediciones 

2.8.1. TBARS en hígado 

La peroxidación lipídica se determinó midiendo el contenido hepático 

de TBARS por el método del ácido tiobarbitúrico (Pompella y col., 1987). 

Para ello se realizaron homogenados de trozos de hígado con buffer de 

homogeneización fosfato-K (K2HPO4 10 mM, KCl 11,5 g/l, pH 7,4, relación 

buffer/tejido 1 + 4). A 1 ml de homogenado se adicionó 1 ml de TCA 10% 

(p/v) y la mezcla se incubó a 0ºC durante 10 minutos. Posteriormente se 

centrifugó a 2000 rpm, a 4ºC durante 10 minutos. Al sobrenadante obtenido se 

le adicionó un volumen de ácido tiobarbitúrico al 0,7% y se incubó a 100°C 

durante 15 minutos. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, y se 



Materiales y métodos 

 52 

 

midió la absorbancia a 535 nm contra un blanco conteniendo la mezcla de 

reacción pero sin homogenado hepático. El contenido de TBARS se expresó 

como nmol MDA/g tejido utilizando un coeficiente de extinción molar de 1,56 

x 105 M
-1

 cm
-1

. 

2.8.2. Estimación del contenido de GSH hepático 

El contenido de GSH hepático se determinó por el método de Ellman 

(Sedlak y Lindsay, 1968).  

Para ello, una alícuota del homogenado obtenido como se describe en la 

sección precedente se centrifugó a 3000 rpm durante 20 minutos. A 410 µl del 

sobrenadante obtenido se agregaron 90 µl de TCA 28% y se incubó a 4ºC 

durante 1 hora, seguido de centrifugación a 2000 rpm durante 20 minutos. 

A 25 µl del sobrenadante resultante se adicionaron 475 µl de TCA 5%, 

1 ml de buffer Tris-HCl 0,01 M (pH 8,9) y 25 µl de 10 mM ácido 

ditionitrobenzoico -DTNB-  (0,4% en metanol), y en forma inmediata se midió 

la absorbancia a 412 nm contra un blanco de TCA y Tris. Los resultados se 

expresaron como µmol de GSH/g tejido. 

2.8.3. Proteínas carboniladas 

Se tomaron 500 µl del homogenado previamente realizado, se diluyeron 

1+4 en agua destilada y a cada muestra se le adicionaron 3 ml de 2,4-

dinitrofenilhidrazina DNPH 10 mM, en HCl 2 M y se incubaron una hora a 

temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, la muestra se precipitó 

con 4 ml de TCA 20% y se centrifugó a 5000 rpm durante 20 minutos. Se 

descartó el sobrenadante y se agregaron 4 ml de TCA 10% al precipitado. Se 

volvió a centrifugar en las mismas condiciones y al precipitado obtenido se le 

agregaron 3 ml de etanol/acetato de etilo (1:1 v/v). Se centrifugó nuevamente 

y se repitió el último paso 3 veces más. Finalmente se agregaron 2 ml de 
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guanidina 6 M y se incubó a 37°C durante 60 minutos. Transcurrido ese 

tiempo, se centrifugó a 5000 rpm durante 20 minutos y se midió la 

absorbancia a 366 nm (Levine y col., 1990). Los blancos se procesaron del 

mismo modo que las muestras pero sin el agregado de DNPH. Los resultados 

se expresaron como nmol de carbonilos/mg de proteína, empleando un 

coeficiente de extinción molar 21000 M
-1

 cm
-1

. 

2.8.4. Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS  

Se partió de homogenados como se detalló para TBARS en hígado. 

Este ensayo se basa en la inhibición de la absorbancia del radical catiónico 

ABTS
+
 (2,2´-azino-bis-3-ethilbenzotiazolina-6-sulfonato), que tiene un 

espectro de absorción extenso con picos en 660, 734 y 820 nm. El radical 

ABTS
+ 

es generado al colocar ABTS 7 mM en solución acuosa con persulfato 

de potasio 2,45 mM en oscuridad durante 12-16 horas. La capacidad 

antioxidante del tejido se determinó según la metodología descripta por 

Katalinic y col. (2005) con algunas modificaciones. La solución de ABTS
+
 se 

diluyó en PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0,70 (±0,02) a 734 nm. A un 

mililitro de esta dilución se adicionaron 10 µl del homogenado del tejido o del 

estándar Trolox. La mezcla de reacción se incubó durante 40 minutos a 

temperatura ambiente y luego se determinó la absorbancia a 734 nm. Se 

realizó una curva de calibración de Trolox (0-200 µg) y los resultados se 

expresaron como µg de equivalentes Trolox/mg proteína. 

2.8.5. Determinación de glucógeno hepático 

Muestras de hígado (0,5 g) se colocaron en 1 ml de KOH 33% y se 

incubaron a 100°C durante 20 minutos. Se enfriaron a 0ºC, se agregaron 1,25 

ml de alcohol y se incubaron a 4°C durante 48 horas. Las muestras se 

centrifugaron a 2400 rpm durante 20 minutos y el precipitado obtenido se 

resuspendió en 1 ml de agua destilada más 3 ml de reactivo de antrona 100 
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mg% (en H2SO4 84%) y se incubaron a 100°C por 20 minutos. La absorbancia 

se midió a 620 nm y cada lectura se interpoló en una curva de referencia de 

concentraciones conocidas de glucógeno. Los resultados se expresaron en µg 

glucógeno/mg tejido. 

2.8.6. Evaluación histológica del contenido de TG hepáticos  

Se emplearon trozos de hígado correspondientes al mismo lóbulo en 

cada animal. Los mismos se colocaron en formol al 4% en PBS al momento 

del sacrificio y se guardaron a 4ºC hasta su procesamiento. 

Los hígados se congelaron y cortaron con micrótomo de congelación 

con nieve carbónica Leitz. Los cortes de 20-40 µm se tiñeron con Sudán Red 

Oil (1 gr/100 ml alcohol 70º/acetona) durante 1 minuto. El exceso de colorante 

se eliminó mediante inmersión en alcohol 70º y posteriormente se lavaron con 

agua destilada. Finalmente, los cortes se recogieron en porta objetos. Se 

realizaron observaciones con microscopio óptico convencional. 

2.9. Análisis estadístico de datos 

Los datos se expresan como la media ± error estándar para el número 

indicado de observaciones o fueron ilustrados por una observación 

representativa obtenida de diferentes experimentos. El análisis estadístico se 

realizó empleando ANOVA seguida de aplicación del test de Dunnet para 

comparaciones múltiples utilizando el programa de análisis Prism Graf Pad 

(San Diego, EE.UU.). Las diferencias se consideraron significativas cuando el 

valor de p fue <0,05. 
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3.1. Seguimiento de los animales en tratamiento y determinación de 

parámetros séricos 

3.1.1. Ingesta de comida y bebida. Ganancia de peso corporal al final del 

tratamiento 

Durante los 21 días de tratamiento se controló el peso de los animales y 

la ingesta de bebida y comida.  

Como puede apreciarse, no se hallaron diferencias significativas en la 

bebida y calorías consumidas entre los diferentes grupos, ni tampoco en la 

ganancia de peso. Por otra parte, la ingesta de alimento de los animales que 

consumen fructosa fue significativamente menor que en los C, probablemente 

debido a que estos animales sacian su apetito parcialmente con la ingesta de 

este monosacárido en el agua de bebida. A pesar de ello, el consumo de 

calorías totales no se altera, por lo que podemos afirmar que se trata de dietas 

isocalóricas (Tabla 5). 

Tabla 5: ingesta de comida, bebida, calorías consumidas y ganancia de peso corporal 

Tratamientos C CL F FL 

Ingesta de comida 

(gr/animal/día) 
21,92 ± 1,2 21,37 ± 0,7 16,88 ± 1,1* 17,49 ± 0,7* 

Ingesta de bebida 

(ml/animal/día) 
29,83 ± 2,35 26,83 ± 1,64 50,96 ± 9,91 33,20 ± 4,15 

Ingesta calórica 

(Kcal/día) 
63,22 ± 3,41 61,74 ± 1,96 69,14 ± 3,19 63,80 ± 2,02 

Ganancia de peso (gr) 106,2 ± 6,77 88 ± 7,89 97,21 ± 4,43 93,92 ± 5,12 

* p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=12 



Resultados 

 57 

3.1.2. Determinación de parámetros séricos 

Los animales de los diferentes grupos experimentales son 

normoglucémicos, mientras que los animales tratados con fructosa presentan 

valores significativamente mayores de insulinemia y trigliceridemia, con una 

disminución de la sensibilidad a la insulina, de la función de la célula β y 

menor sensibilidad a la insulina a nivel hepático, como lo demuestran los 

índices HOMA-IR, HOMA-β e ISHI, respectivamente. Por otra parte, en los 

animales FL se revierten dichas alteraciones (Tabla 6). En cuanto a los 

marcadores de daño hepático, la AST está incrementada en los animales 

tratados con AL, tanto en los animales CL como en los FL, mientras que no se 

encontraron diferencias entre tratamientos en los niveles de ALT. 

Tabla 6: parámetros séricos e índices calculados a partir de los mismos 

Tratamientos C CL F FL 

Insulinemia (ng/ml) 0,76 ± 0,03 0,6 ± 0,08 1,13 ± 0,05* 0,74 ± 0,08^ 

Glucemia (mg/dl) 114 ± 5 104 ± 4 110 ± 4 115 ± 3 

Trigliceridemia (mg/dl) 83,05 ± 4,43 70,2 ±11,2 153,6 ±5,4* 97,5 ± 9,8^ 

HOMA-IR 5,1 ± 0,2 3,9 ± 0,6 8,03 ± 0,12* 5,4 ± 0,8^ 

HOMA-β 58 ± 4 48 ± 5 87 ± 5* 55 ± 4^ 

ISHI 5,76 ± 0,76 5,5 ± 0,61 2,26 ± 0,44* 3,65 ± 0,25 

TBARS (picomol/mg 

prot) 
102 ± 4,4 69,6 ± 14 111,5 ± 6,5 46,5 ± 9,3^ 

ALT (U/l) 42,12 ± 2,7 48,15 ± 2,1 36,89 ± 1,7 45,7 ± 3,6 

AST (U/l) 107,3 ± 13,6 147,7 ± 11* 98,02 ± 11,4 158,6 ±9,5^ 

* p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=12 
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3.1.3. Curva de tolerancia oral a la glucosa  

Tras 21 días de tratamiento y 8 horas de ayuno, se realizó la curva de 

tolerancia oral a la glucosa. Luego de la sobrecarga, el pico de glucemia se 

registró a los 60 minutos, siendo más elevado en los animales tratados con F, 

mientras que disminuyó por debajo del control en los animales FL. Sin 

embargo, a los 120 minutos post sobrecarga, los animales F y FL presentaron 

una glucemia similar a la de los animales C (Figura 12). 
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Figura 12: Curva de tolerancia oral a la glucosa. n=6 

Al realizar la cuantificación de las áreas bajo la curva se pudo observar 

claramente que los animales tratados con fructosa presentan TGA, mientras 

que el tratamiento con AL es capaz de revertirla (Figura 13).  

 

 

 

 

 

Figura 13: Áreas bajo la curva. A la derecha se muestran las referencias de los grupos 

experimentales. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 
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3.2. Marcadores de estrés oxidativo 

3.2.1. Contenido hepático de GSH, proteínas carboniladas y TBARS 

Al estudiar los marcadores de EO, se observó que la DRF promueve el 

incremento del contenido de proteínas carboniladas y la disminución de GSH 

en el hígado, lo que demuestra la existencia de un estado de EO en este 

órgano. El tratamiento con AL revirtió las alteraciones producidas por la dieta 

en estos parámetros (Figura 14). Por otra parte, no se observaron diferencias 

significativas en el contenido de TBARS plasmáticos (ver datos en Tabla 6) ni 

hepáticos entre grupos, excepto en los animales FL, que presentaron menor 

concentración de TBARS plasmáticos respecto a los F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Contenido hepático de proteínas carboniladas, GSH y TBARS. * p<0,05 vs C; ^ 

p<0,05 vs F. n=8 
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3.2.2. Expresión génica y proteica de SOD1, SOD2, catalasa y GR 

Tanto la expresión génica (excepto SOD2 y GR) como los niveles 

proteicos de las enzimas estudiadas se encuentran disminuidos 

significativamente en los animales tratados con fructosa respecto de los C. Los 

mismos se revierten con el tratamiento con AL (Figuras 15 y 16). Estos 

resultados demuestran que la DRF provoca una alteración del sistema 

antioxidante celular, lo cual aporta más evidencia de la presencia de un estado 

de EO, además del incremento de proteínas carboniladas y disminución en el 

contenido de GSH anteriormente mencionados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Expresión génica y proteica de SOD1 y SOD2. La expresión génica se expresa 

como expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión proteica se expresa en 

forma relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n= 6 
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Figura 16: expresión génica y proteica de catalasa y GR. La expresión génica se expresa 

como expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión proteica se expresa en 

forma relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 

3.2.3. Actividad enzimática de catalasa y SOD 

La actividad de catalasa disminuyó significativamente en los animales 

tratados con F, mientras que el tratamiento con AL no fue capaz de revertirla 

completamente. Por su parte, la actividad de SOD total presentó una 

disminución en los animales F, la cual se incrementó, aunque no 

significativamente en los animales tratados con AL (Tabla 7). 
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Tabla 7: actividad enzimática de catalasa y SOD total 

Tratamientos C CL F FL 

Actividad de catalasa 0,65 ± 0,03 0,75 ± 0,07* 0,49± 0,02* 0,61 ± 0,07 

Actividad de SOD 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,1 0,8 ± 0,03* 0,9 ± 0,1 

La actividad enzimática de catalasa se expresa en U/mg proteína, la actividad de SOD se 

expresa como k/mg de proteína. * p<0,05 vs C. n=8 

Podemos aseverar que la DRF incrementa los marcadores de EO a nivel 

hepático y, a su vez, disminuye la expresión génica y proteica de las enzimas 

del sistema de defensa antioxidante, así como también su actividad, por lo que 

la capacidad antioxidante total del tejido está disminuida. Contrariamente, el 

suministro de AL es capaz de restablecer dicha propiedad en gran medida. 

3.2.4. Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS 

Como puede observarse en la Figura 17, los animales tratados con AL 

presentan una mayor capacidad antioxidante que los animales C y F, lo que 

nos aporta más evidencia acerca de la capacidad antioxidante incrementada de 

los animales FL a nivel hepático. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: capacidad antioxidante expresada como μg de equivalentes Trolox/ mg proteína 

por 1000. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 
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3.3. UCP2, PPARs y NAD(P)H oxidasa 

3.3.1. Expresión génica y proteica de UCP2 y PPARs 

Gran parte de los ROS generados en la célula se producen en la cadena 

transportadora de electrones mitocondrial. La proteína desacoplante 

mitocondrial 2 (UCP2) desacopla el transporte de electrones (a través de la 

cadena respiratoria) de la síntesis de ATP y su activación evita la formación de 

ROS en presencia de una baja disponibilidad de ADP. Por otro lado, los 

niveles de UCP2 están regulados por factores de transcripción como PPARα, 

PPARδ y PPARγ. 

El tratamiento con fructosa induce un incremento significativo en la 

expresión génica y proteica de UCP2 y de PPARδ. Contrariamente, induce una 

disminución en ambos parámetros en lo que respecta a PPARγ, sin registrarse 

cambios en la expresión de PPARα. El tratamiento con AL revierte 

significativamente dichas alteraciones, excepto en el contenido proteico de 

PPARγ (Figuras 18 y 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: expresión génica y proteica de UCP2. La expresión génica se expresa como 

expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión proteica se expresa en forma 

relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 
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activación sería parte de un mecanismo para evitar la formación de ROS a 

nivel mitocondrial, cuando se envía mayor cantidad de sustratos a la 

mitocondria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: expresión génica y proteica de PPARα, PPARδ y PPARγ. La expresión génica se 

expresa como expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión proteica se expresa 

en forma relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 
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3.3.2. Expresión génica y proteica de NAD(P)H oxidasa 

Otra fuente generadora de ROS es la enzima NAD(P)H oxidasa, que 

cataliza la oxidación de NADH o NADPH a NAD
+
 o NADP

+
, 

respectivamente, utilizando oxígeno molecular produciendo peróxido de 

hidrógeno. Se estudiaron dos de las subunidades transmembrana 

constituyentes de dicha enzima: se midió la expresión génica de gp91
phox

 y la 

expresión génica y proteica de p22
phox

. Los resultados se presentan en la 

siguiente figura (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: expresión génica de gp91
phox

 y p22
phox

 y expresión proteica de p22
phox

. La 

expresión génica se expresa como expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión 

proteica se expresa en forma relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 

En los animales F se registra un incremento, aunque no significativo, de 

la expresión génica de ambas subunidades, el cual se revierte en los animales 
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FL. Respecto al contenido proteico de p22
phox

, se detectó un aumento 

significativo en los animales tratados con F, que se corresponde con el 

incremento en los niveles de ARNm de la misma. La disminución de los 

niveles proteicos de p22
phox

 inducida por el tratamiento con AL también fue 

estadísticamente significativa respecto a los animales F. 

Estos resultados sugieren que una DRF induce un aumento de la 

formación de ROS, debido a un aumento significativo de la NAD(P)H 

oxidasa, mientras que el tratamiento con AL sería capaz de revertir esta 

situación. 

3.4. Marcadores de inflamación 

3.4.1. Expresión génica de TNFα, IL1β, NFκβ y PAI-1 

Se midieron las expresiones génicas de marcadores de inflamación tales 

como las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL1β, del factor de transcripción 

NFκβ y de PAI-1. En la siguiente tabla se muestran los valores de expresión 

génica. 

Tabla 8: expresión génica de marcadores de inflamación 

Expresión génica 

relativa 
C CL F FL 

TNFα 0,19 ± 0,05 0,25 ± 0,03 0,42 ± 0,06* 0,26 ± 0,01^ 

IL1β 0,61 ± 0,038 0,73 ± 0,16 1,5 ± 0,24* 0,55 ± 0,13^ 

PAI-1 0,08 ± 0,02 0,07 ± 0,01 0,15 ± 0,02* 0,07 ± 0,01^ 

NFκβ 0,77 ± 0,08 0,69 ± 0,17 0,95 ± 0,15 0,70 ± 0,07 

Los datos se expresan como expresión relativa respecto a β actina x 1000. * p<0,05 vs C; ^ 

p<0,05 vs F. n=8 
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En los animales F hay un incremento significativo en los niveles de 

ARNm de las citoquinas proinflamatorias y de PAI-1. Estos valores retornan 

significativamente a los niveles controles cuando los animales son tratados con 

fructosa y AL. Por otro lado, la expresión génica de NFκβ no se ve alterada 

por ninguno de los tratamientos. 

3.4.2. Expresión proteica de TNFα, Ikβα y COX2 

En la Figura 21 se muestra la expresión proteica de TNFα e Ikβα. 

Respecto a la expresión proteica de TNFα, se observó que acorde a los 

resultados de niveles de ARNm, el tratamiento con fructosa produce un 

incremento significativo en su expresión, mientras que el tratamiento con AL 

es capaz de reducir dicho aumento. Por otra parte, no se hallaron diferencias 

significativas entre los tratamientos respecto a la expresión proteica de Ikβα, 

lo cual estaría relacionado a los niveles similares de ARNm de NFκβ. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: expresión proteica de TNFα e Iκβα. Los datos se expresan como expresión 

relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05. n=6 
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que varios de ellos son capaces de inducir la expresión de COX2. Dicho 

aumento se revierte significativamente con el tratamiento con AL (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: expresión proteica de COX2. Los datos se expresan como expresión relativa 

respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05. n= 6 

Comprobamos de este modo, que la DRF induce un estado de 

inflamación a nivel hepático, el cual es revertido por el tratamiento simultáneo 

con AL. 

3.5. Metabolismo de carbohidratos 

Se midió la expresión génica y actividad enzimática de Gl-6-Pasa, la 

cual cataliza uno de los pasos fundamentales de gluconeogénesis, Gl-6-PDH, 

como indicador del ciclo de las pentosas y GQ, reguladora de la glucólisis. 

Además se midió la expresión proteica de esta última, así como también la 

expresión génica y proteica de PFK-2, enzima reguladora de la actividad de 

GQ.  

Adicionalmente, se determinó la expresión génica de piruvato quinasa 

(PK) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), la primera participante de 
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la glucólisis y la segunda de la gluconeogénesis, y se determinó el contenido 

hepático de glucógeno. 

Asimismo, se midieron expresión génica, proteica y actividad 

enzimática de FQ, enzima encargada de la fosforilación de la fructosa en el 

hepatocito.  

3.5.1. Expresión génica de Gl-6-Pasa, Gl-6-PDH, GQ y PFK-2 

Se registra un aumento de la expresión génica de las enzimas estudiadas 

en los animales F respecto a los C, que fue significativa para Gl-6-PDH y 

PFK-2. Como contraparte, en los animales FL, existe una tendencia a 

disminuir los valores hacia los controles (Tabla 9). 

Tabla 9: expresión génica de enzimas pertenecientes al metabolismo de carbohidratos 

Expresión génica 

relativa 
C CL F FL 

Gl-6-Pasa 3,8 ± 1,7 5,1 ± 1,1 6,9 ± 1,6 5,1 ± 1,4 

Gl-6-PDH 0,57 ± 0,06 0,68 ± 0,21 1,12 ± 0,12* 0,77 ± 0,25 

GQ 1,36 ± 0,26 1,32 ± 0,29 2,4 ± 0,69 1,58 ± 0,47 

PFK-2 70,2 ± 17,1 99,2 ± 18,2 144 ± 25,2* 132 ± 29,1 

Los datos se expresan como expresión relativa respecto a β actina x 1000. * p<0,05 vs C. 

n=8 

3.5.2. Actividad enzimática de Gl-6-Pasa y Gl-6-PDH 

Se registra un aumento significativo en la actividad de ambas enzimas 

en los animales tratados con fructosa respecto a los C, lo cual se correlaciona 

con los incrementos de expresión génica registrados. Esto corrobora el hecho 

que al suministrar fructosa a los animales, se incrementan las vías metabólicas 

de los carbohidratos, como el ciclo fútil de la glucosa y la vía de las pentosas. 
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En los animales FL, la actividad de ambas enzimas se encuentra disminuida 

significativamente respecto de los animales F (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: actividad enzimática de Gl-6-Pasa y Gl-6-PDH. La actividad de Gl-6-Pasa se 

expresa como latencia (%). La actividad de Gl-6-PDH se expresa como mU/mg de proteína. 

* p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=8 

3.5.3. Expresión proteica de GQ y PFK-2 

El contenido proteico de GQ está levemente incrementado en los 

animales F respecto a los C, y se mantiene sin variaciones en el resto de los 

grupos estudiados. Por otro lado, la expresión proteica de PFK-2 está 

incrementada significativamente en los animales F respecto a C, y disminuye 

significativamente en los FL (Figura 24).  
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Figura 24: expresión proteica de GQ y PFK-2. Los datos se expresan como expresión 

relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05. n= 6 
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menor en núcleo. En el tratamiento con AL se registran valores similares a los 

animales C y significativamente diferentes a los F (Figura 25). 

El aumento de actividad de GQ registrada en los animales F sería una 

respuesta adaptativa a la sobrecarga de fructosa para mantener la homeostasis 

glucosa/TG en el animal intacto. Paralelamente, el aumento registrado en el 

contenido proteico de PFK-2 en los animales F, sugiere que esta enzima es la 

principal reguladora de la actividad de GQ en el órgano. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: actividad enzimática de GQ. Fracción citosólica (c) y fracción nuclear (n). Se 

comparan fracciones citosólicas y nucleares entre tratamientos (* p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs 

F) y dentro de cada tratamiento (# p<0,05 vs c). n= 8 
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PEPCK en los animales F son similares a los controles, mientras que el AL 

induce un incremento significativo en los niveles de ARNm. Por otro lado, los 

niveles de ARNm de PK están aumentados significativamente en los animales 

F, y el tratamiento simultáneo con AL no es capaz de revertir dicho 
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Figura 26: expresión génica de PEPCK y PK. La expresión génica se expresa como 

expresión relativa respecto a β actina x 1 (PEPCK) y x 1000 (PK). * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 

vs F. n=8 

3.5.6. Expresión génica, proteica y actividad enzimática de FQ 

Se registra un aumento significativo de los niveles proteicos y de la 

actividad enzimática de FQ en el grupo tratado con fructosa. En correlación, se 

detecta un incremento en los niveles de ARNm. Asimismo, en los animales FL 

todos estos incrementos se revierten (Figura 27). 
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Figura 27: expresión génica, proteica y actividad enzimática de FQ. La expresión génica se 

expresa como expresión relativa respecto a β actina x 1000. La expresión proteica se expresa 

como expresión relativa respecto al C. La actividad enzimática se expresa como mU/ mg 

proteína. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=6 

3.5.7. Contenido hepático de glucógeno 

En la Figura 28 se muestran los datos del contenido hepático de 

glucógeno. Se registró un aumento significativo en los niveles de glucógeno 

en los animales F respecto del grupo C, que disminuyó significativamente en 

el grupo FL.  
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Figura 28: Los datos se expresan como µg glucógeno/mg tejido. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs 

F. n=8 

3.6. Metabolismo de lípidos 

Se determinó la expresión génica de las enzimas reguladoras de la 

síntesis de ácidos grasos (FAS) y triglicéridos (glicerol-fosfato-acil-

transferasa: GPAT) y de CPT-1, quien regula la síntesis/oxidación de ácidos 

grasos. También se estudió por histología el depósito de grasa a nivel hepático. 

Además se midió la expresión génica de los factores de transcripción proteína 

de unión a elementos reguladores de carbohidratos (ChREBP) y SREBP 1c, 

responsables de la regulación génica de enzimas involucradas en el 

metabolismo de lípidos y el último también involucrado en la regulación del 

metabolismo de carbohidratos.  

3.6.1. Expresión génica de ChREBP, SREBP 1c, CPT-1, FAS y GPAT 

Se registró un incremento significativo en los niveles de ARNm de 

ChREBP, SREBP 1c, FAS y GPAT en el grupo F respecto al grupo C; 

mientras que se observó una disminución significativa sólo en los niveles de 

GPAT en los animales FL. Asimismo, se registró un descenso en los niveles 

de ARNm de CPT-1 en animales F, con aumento luego del tratamiento con 

FL, aunque las variaciones no fueron significativas (Figura 29), confirmando 
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así que hay un incremento en las síntesis de lípidos respecto a su oxidación en 

los animales F, con reversión de dicho efecto luego del tratamiento con AL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: expresión génica de ChREBP, SREBP 1c, CPT-1, FAS y GPAT. La expresión 

génica se expresa como expresión relativa respecto a β actina x 1000. * p<0,05 vs C; ^ 

p<0,05 vs F. n= 8 
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3.6.2. Contenido hepático de TG mediante histología 

Se observó depósito graso en los animales tratados con fructosa, 

mientras que el mismo se revirtió en los animales tratados con fructosa y AL. 

En la Figura 30 pueden observarse las microfotografías obtenidas luego de la 

tinción con Sudán Red Oil. 

 

 

Figura 30: fotografías de microscopía óptica convencional de cortes de hígado. La barra 

equivale a 100 µm. A: C, B: F, C: CL, D: FL.  

3.7. Expresión génica de LASY 

Se midió la expresión génica de la sintasa de AL, responsable de la 

síntesis endógena de AL.  
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No se registran diferencias significativas en los niveles de ARNm entre 

los animales F y los C, mientras que en los CL y FL se registró un incremento 

significativo de la expresión génica. Esto demuestra que la administración 

exógena de AL estimula su síntesis endógena (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: expresión génica de LASY. La expresión génica se expresa como expresión 

relativa respecto a β actina x 1000. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=8 

3.8. Señalización de insulina 

3.8.1. Expresión génica de IRS1 e IRS2  

Se midieron las expresiones génicas de IRS1 e IRS2. En la siguiente 

tabla se presentan los resultados; en la misma puede apreciarse que no se 

hallaron diferencias significativas entre tratamientos. 

Tabla 10: expresión génica de IRS1 e IRS2 

Expresión génica 

relativa 
C CL F FL 

IRS1 0,35 ± 0,05 0,31 ± 0,04 0,36 ± 0,04 0,38 ± 0,05 

IRS2 3,4 ± 0,7 3,8 ± 1,3 4,4 ± 1,1 4,3 ± 1,3 

Los datos se expresan como expresión relativa respecto a β actina x 1000. n=8 

E
x
p
re

s
ió

n
 g

é
n

ic
a
 r

e
la

ti
v
a

12

6

0

18

LASY

*
*

E
x
p
re

s
ió

n
 g

é
n

ic
a
 r

e
la

ti
v
a

12

6

0

18

LASY
E

x
p
re

s
ió

n
 g

é
n

ic
a
 r

e
la

ti
v
a

12

6

0

18

LASY

*
*



Resultados 

 79 

3.8.2. Expresión proteica de RI, IRS1 y su estado de fosforilación en tirosina 

En la Figura 32 se pueden observar las variaciones de expresión 

proteica del RI y de IRS1 y del nivel de fosforilación estimulatoria en tirosina 

según los distintos tratamientos; en los animales tratados con fructosas se 

registró un incremento significativo en los niveles proteicos del RI respecto a 

los animales C, mientras que en los animales tratados con fructosa y AL, este 

aumento se revierte de modo significativo. Sin embargo, al observar los datos 

de fosforilación en tirosina, ésta se encuentra disminuida en los animales F, 

mientras que en los animales FL se revierte este descenso. Asimismo, tanto la 

expresión proteica de IRS1 como su fosforilación están disminuidas en los 

animales F, siendo revertido este descenso por el tratamiento con AL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: expresión proteica de RI e IRS1 y la fosforilación de cada uno en tirosina. La 

expresión proteica se expresa como expresión relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 

vs F. n=8 
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3.8.3. Expresión proteica de IRS2 y PI3K 

También se estudió el contenido proteico de IRS2 y de PI3K. Los 

resultados pueden observarse en la Figura 33. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: expresión proteica de IRS2 y PI3K. La expresión proteica se expresa como 

expresión relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ^ p<0,05 vs F. n=8 
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tratamiento con fructosa y AL revierte la disminución en la expresión proteica 

de IRS2 y produce un descenso en los niveles de PI3K. Claramente, la 

fructosa altera la cascada de señales de insulina a diferentes niveles de la 

misma, mientras que el tratamiento con AL es capaz de revertir dichas 

alteraciones. 
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4.1. Consideraciones generales y parámetros séricos 

Tal como hemos demostrado previamente, la administración de una DRF a 

ratas Wistar macho adultas normales durante tres semanas, induce cambios 

significativos de indicadores metabólicos y endocrinos en plasma, tales como en 

hipertrigliceridemia, aumento de ACGL circulantes, hiperinsulinemia con 

normoglucemia e incremento del índice HOMA-IR. Estas alteraciones se 

acompañaron, tal como lo describiéramos previamente, de cambios significativos 

en el metabolismo hepático de lípidos y glúcidos así como de la presencia de 

marcadores de EO e inflamación (Alzamendi y col., 2009; Castro y col., 2011; 

Francini y col., 2009; 2010; Rebolledo y col., 2008). Estos cambios sugieren que 

la administración de la DRF genera un estado de EO acompañado de una 

disfunción endócrino-metabólica. Esta última está caracterizada por 

hipertrigliceridemia (disfunción hepática), aumento de los niveles de ácidos 

grasos (disfunción del tejido adiposo), hiperinsulinemia (hiperfunción de las 

células β), que es insuficiente para cubrir la demanda exagerada de insulina 

condicionada por la IR generalizada (aumento del índice HOMA-β) y en 

particular del hígado (aumento del ISHI), demostrada por la presencia de TGA.  

Es importante destacar que, aunque los diferentes grupos experimentales 

recibieron dietas isocalóricas, los animales F y FL registraron un mayor consumo 

de agua (fructosa 10%) y un menor consumo de alimento sólido, lo que 

condiciona en ellos un mayor consumo de carbohidratos y fructosa en particular. 

Estos cambios en la ingesta no generaron diferencias significativas en la ganancia 

de peso entre los cuatro grupos experimentales empleados.  

Cuando los animales alimentados con DRF recibieron simultáneamente α-

AL, se previnieron los cambios registrados en los niveles séricos de insulina, TG, 

HOMA-IR, HOMA-β, TGA e ISHI.  

Estos datos concuerdan con los publicados por Jacob y col. (1996), 

quienes demostraron que la administración de α-AL a ratas obesas Zucker 

durante 10 días (100 mg/kg), disminuyó los niveles séricos de insulina y TG. 

Otros autores han descripto resultados similares: una disminución de dichos 
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parámetros en forma dosis dependiente al suministrar dietas con 1 a 5 g/kg de α-

AL a ratas normales (Huong e Ide, 2008); Thirunavukkarasu y col. (2004) 

observaron que la administración simultánea de fructosa (61%) y α-AL (35 o 70 

mg/kg) a ratas normales durante 20 días, disminuyó el efecto inducido por la 

dieta sobre la glucemia y la insulinemia, mejorando la trigliceridemia, el HOMA-

IR y la TGA, demostrando así que el α-AL mejoró la sensibilidad a la insulina. 

4.2. Marcadores de EO y sistema de defensa antioxidante 

En el hígado de las ratas tratadas con DRF se registró una disminución 

significativa en el contenido total de GSH, un aumento de proteínas carboniladas 

y una disminución significativa en los niveles de expresión génica y proteica de 

las enzimas del sistema de defensa antioxidante (SOD, catalasa y GR). En cuanto 

a la actividad enzimática, tanto la SOD total como la catalasa disminuyeron 

significativamente en estos animales. Estos resultados demuestran y confirman 

que la DRF reduce la capacidad antioxidante del hígado, disminuyendo 

simultáneamente la expresión y actividad de las enzimas del sistema de defensa y 

de antioxidantes no enzimáticos como el GSH (Francini y col., 2010).  

La co-administración de α-AL fue capaz de prevenir los niveles 

aumentados de proteínas carboniladas e incrementar el contenido total de GSH, 

así como de restaurar los niveles de expresión génica y proteica de las enzimas 

del sistema antioxidante. Estos cambios se acompañaron de un aumento en la 

capacidad antioxidante total del hígado. 

Una recuperación similar de los niveles basales de antioxidantes 

consecutiva a la administración de α-AL ha sido previamente descripta por Hao y 

col. (2011) en ratas diabéticas Goto Kakizaki. También se han descripto 

incrementos en los niveles de GSH tanto con dosis menores (10-100 µM) de α-

AL en líneas celulares humanas de linfocitos T, en células gliales y en células de 

neuroblastoma murino (Busse y col., 1992; Han y col., 1995; 1997), como con 

dosis mayores (50-80 mg/kg) en ratas UCD-T2DM y ratas Goto Kakizaki (80 
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mg/kg) (Cummings y col., 2010; Hao y col., 2011). Como se mencionó en 

materiales y métodos, en nuestro caso la elección de la dosis, la vía de 

administración y el tiempo de tratamiento se efectuaron en función de obtener 

una supervivencia del 100% de los animales y sin alteración del peso corporal 

durante el período de experimentación. 

Cabe destacar que en células HSMM (mioblastos de músculo esquelético 

humano) en las que se silenció la sintasa de AL endógeno (LASY), se registró 

una disminución significativa del GSH reducido asociado a bajos niveles de AL 

endógenos, acompañado de disminución de la actividad enzimática de SOD 1, 

SOD 2 y catalasa; la administración de α-AL revirtió estos cambios (Padmalayan 

y col., 2009). En relación a ello, ratones ob/ob mostraron una disminución en los 

niveles de ARNm de LASY en músculo esquelético y tejido adiposo respecto a 

los animales control (Padmalayan y col., 2009). En nuestro caso, si bien la DRF 

no indujo modificaciones en la expresión génica de LASY, la administración de 

AL incrementó significativamente su expresión tanto en animales CL como FL. 

Respecto a los niveles de expresión de las enzimas del sistema 

antioxidante, la administración de α-AL previno la disminución de los niveles de 

ARNm de SOD1, catalasa y GR y de los de proteínas de SOD1, SOD2 y catalasa 

en los animales FL, alcanzando niveles comparables a los del grupo control. Por 

el contrario, el α-AL no previno la disminución en la actividad de catalasa y SOD 

generadas por la DRF, hecho que sugiere que las variaciones en expresión 

génica, proteica y actividad enzimática no ocurren en el mismo sentido. En 

conjunto, estos resultados sugieren que, en nuestro modelo, el efecto del α-AL 

estaría relacionado a cambios en el sistema de defensa antioxidante no 

enzimático hepático más que a cambios en la actividad de enzimas como la 

catalasa y SOD.  

Otros autores sin embargo, han registrado una reducción en la actividad de 

SOD en ratas Goto Kakizaki respecto a ratas Wistar control no diabéticas, que se 

revirtió por la administración de α-AL (50 mg/kg día durante 3 meses) (Hao y 

col., 2011). En el caso de animales tratados con una DRF (60% de la ingesta 
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calórica durante 20 días), se observó también una reducción en la actividad de las 

enzimas del sistema de defensa antioxidante SOD, catalasa, GR, GPx, glutatión-

S-transferasa y en el contenido de antioxidantes no enzimáticos en hígado y 

riñón; mientras que el tratamiento con α-AL elevó significativamente la actividad 

de estas enzimas y el contenido de antioxidantes no enzimáticos 

(Thirunavukkarasu y col., 2003; 2004). En contraposición, en ratas con diabetes 

inducida por inyección de estreptozotocina, el tratamiento con α-AL (10 ó 50 

mg/kg, durante 14 días) disminuyó la actividad enzimática de SOD y catalasa y 

no modificó la actividad de GPx y GR (Maritim y col., 2003a). Si bien la 

reducción de la actividad enzimática podría correlacionarse con la reducción del 

contenido proteico, otros mecanismos podrían estar implicados en la regulación 

diferencial de ambos procesos. Por ejemplo, en condiciones de hiperglucemia, se 

ha detectado una inactivación de SOD1 debido a la glicación de un residuo de 

glicina (Oda y col., 1994); complementariamente, los ROS per se son capaces de 

reducir la actividad de la catalasa y GPx (Datta y col., 2000). 

La capacidad del α-AL y su forma reducida de secuestrar radicales 

hidroxilo reduciría la necesidad de aumentar la actividad de catalasa (Packer y 

col., 1995), explicando, al menos parcialmente, la disminución del EO en ratas 

FL sin que se modifique la actividad de enzimas antioxidantes. 

Acorde a lo publicado por Thirunavukkarasu y col. (2003), la 

administración de α-AL fue capaz de prevenir el incremento de TBARS séricos 

inducido por la DRF. En nuestro modelo experimental sin embargo, la dieta no 

afectó significativamente la peroxidación lipídica hepática, ya que no se 

detectaron cambios en el contenido de TBARS ni en la susceptibilidad de las 

membranas a la peroxidación lipídica (Francini y col., 2010). Sí, en cambio, 

verificamos un incremento significativo de los grupos carbonilo y una 

disminución en el contenido de GSH, indicadores de un aumento del EO a nivel 

hepático. Otros autores tampoco han detectado un incremento de TBARS 

inducido por DRF (Kelley y col., 2004), y se han reportado diferentes impactos 

de la fructosa sobre el EO en el hígado y sobre otras funciones tisulares 
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(Brusserolles y col., 2002a; Kelley y col., 2004; Leipnitz y col., 2009; Spolarics y 

Meyenhofer, 2002). 

En conjunto, los datos previos sugieren que el EO inducido por la DRF 

sería una consecuencia de dos efectos opuestos: un incremento en la producción 

de ROS y una reducción en la disponibilidad de enzimas antioxidantes y 

antioxidantes no enzimáticos. Igualmente podemos asumir que el “aparente” bajo 

impacto del EO sobre el sistema antioxidante específico podría deberse a su 

mayor contenido de enzimas antioxidantes respecto a otros órganos (Robertson y 

col., 2004; Tiedge y col., 1998) y a su capacidad de poner en marcha cambios 

metabólicos capaces de neutralizar la producción excesiva de ROS (Francini y 

col., 2010).  

4.3. UCP2 y posible modulación vía PPARs 

Se ha demostrado que eventos asociados a la cadena respiratoria 

mitocondrial serían los responsables del incremento en la producción de ROS y 

de su acumulación a nivel celular (Brownlee, 2005). De este modo, una 

sobrecarga de nutrientes como la provista por el aporte de la DRF, conduciría a la 

sobreproducción y acumulación de ROS, con el consecuente EO (Francini y col., 

2010). Vale recordar que la fructosa, al metabolizarse en el hígado, ingresa 

directamente a la vía glicolítica a nivel de las triosas fosfato y por lo tanto evita 

el punto de regulación principal de esa vía catalizado por la PFK-1. 

En los animales alimentados con DRF, hemos confirmado que el EO 

inducido por la dieta promueve una respuesta adaptativa en el hígado que 

incluye, entre otros mecanismos, un incremento en la expresión de la proteína 

desacoplante mitocondrial UCP2 y de uno de los factores de transcripción que 

regula su expresión, PPARδ; sin registrarse cambios en los niveles de ARN y 

proteína de PPARα. Estos cambios se acompañaron de una disminución 

significativa tanto de los niveles de ARNm como de proteína de PPARγ (Castro 

y col., 2011). La expresión de UCP2 ha sido asociada al estrés metabólico 
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hepático en ratas adultas (Nakatani y col., 2002) y se ha descripto un aumento de 

su expresión en condiciones de ayuno, obesidad, deficiencias de leptina y en 

roedores tratados con dieta rica en grasas (Kersten y col., 1999; Memon y col., 

2000; Patsouris y col., 2006).  

La sobrecarga metabólica causada por la DRF conduciría a una saturación 

de la cadena transportadora de electrones y a un aumento en la producción de 

ROS. Para prevenir este último efecto, se promovería el incremento de la 

expresión de UCP2 con la consecuente disipación del gradiente de protones, 

hecho que favorecería una menor producción de ROS (Joseph y col., 2002). 

Asimismo, varios estudios han relacionado la activación de UCP2 con una 

hiperglucemia crónica, producción excesiva de superóxido, disminución del 

potencial de membrana mitocondrial y finalmente alteración de la secreción de 

insulina estimulada por glucosa (Hribal y col., 2003; Leahy y col., 1992; 

McQuaid y col., 2006); en relación a este último efecto, se ha postulado que 

UCP2 cumpliría en las células  un rol fundamental en la regulación de la 

relación ATP/ADP, en la producción de radical superóxido e, indirectamente, en 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la secreción de insulina (Newsholme y 

col., 2007). Esta función podría también ser parte del mecanismo de adaptación a 

la sobrecarga a nivel hepático. 

Cuando se co-administró α-AL a nuestros animales con DRF, se previno 

el incremento de los niveles proteicos de UCP2 y PPARδ, manteniéndose valores 

comparables a los registrados en los animales C. Mientras que los cambios en la 

expresión génica de PPARγ se previnieron, no ocurrió lo mismo con los niveles 

de su proteína. Es interesante destacar que tanto en el caso de los niveles de 

ARNm y proteína de UCP2 como de PPARγ donde los cambios ocurren en 

sentido inverso, es posible asumir que haya otros mecanismos involucrados en su 

regulación. Kim y col. (2004) demostraron que el suministro de α-AL a ratas 

obesas, induce la expresión génica de la UCP1 en tejido adiposo pardo y blanco. 

Adicionalmente, en islotes aislados de ratas normales, el α-AL regula la 

expresión génica y proteica de UCP2 (Shen y col., 2008). Estos datos sugieren 
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que el efecto del α-AL sería específico tanto para la isoforma de UCP como para 

el tejido involucrado. 

Respecto al PPARδ, el incremento en su expresión génica y proteica en 

los animales DRF mostró una correlación significativa con el aumento de la 

expresión de los genes lipogénicos FAS y GPAT, ambos regulados por dicho 

factor de transcripción (Lee y col., 2006b). Teniendo en cuenta que el α-AL 

previno los cambios en los niveles de expresión de PPARδ y de ambos genes 

regulados por éste, podría asumirse que dicho factor de transcripción participaría 

activamente en el mecanismo por el cual el α-AL disminuye la 

hipertrigliceridemia. Apoya esta presunción el hecho que el PPARδ regula la 

sensibilidad a la insulina conduciendo el metabolismo hepático de glucosa hacia 

la síntesis de lípidos e incrementando la utilización de grasa en el músculo para 

reducir así la sobrecarga lipídica (Lee y col., 2006b). 

En cuanto a la disminución de la expresión de PPAR  registrada en los 

animales con DRF, previamente se ha demostrado que sus activadores inducen 

un incremento en la expresión de SOD1 en células endoteliales, lo cual sugiere 

que lo PPAR  tendrían un rol antioxidante (Inoue y col., 2001). Esta hipótesis 

apoya nuestros resultados, ya que el α-AL promovió la expresión de PPAR  y de 

SOD1. Adicionalmente, otros autores demostraron que la expresión de PPAR  es 

afectada por el EO en pacientes con síndrome metabólico, detectándose una 

disminución en su expresión en presencia de EO e hipertrigliceridemia (Macias-

Gónzales y col., 2008), condiciones que también están presentes en nuestros 

animales F. Dichas alteraciones asimismo se han observado en personas obesas 

que consumieron una dieta rica en grasas (Garcia-Fuentes y col., 2010).  

4.4. EO extramitocondrial: rol de la NAD(P)H oxidasa 

Otra fuente de producción de ROS es la NAD(P)H oxidasa, la cual 

presenta isoformas activas en el hígado (Chabrashvili y col, 2002; Griendling y 

col., 2000; Guichard y col., 2008; Heitzer y col, 1999; Vaziri y col., 2004). En 
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nuestros animales alimentados con DRF observamos un incremento significativo 

en la expresión génica de las subunidades p22
phox

 y gp91
phox

, en la expresión 

proteica de p22
phox

, así como en la actividad de la NAD(P)H oxidasa (Castro y 

col., 2012). Estos incrementos en la expresión génica de las subunidades 

constituyentes de la enzima coinciden con los encontrados por otros autores en 

diferentes órganos y bajo el efecto de diferentes dietas: DRF, sacarosa y/o grasas 

(Feillet-Coudray y col., 2009; Liu y col., 2010; Roberts y col., 2006). Los 

resultados obtenidos son compatibles con una producción citosólica de ROS 

elevada y disfunción de los tejidos afectados y aportaría evidencia acerca del rol 

activo que juega la NAD(P)H oxidasa en el desarrollo de EO inducido por 

manipulación alimentaria (Castro y col., 2012; Roberts y col., 2006). Por su 

parte, Furukawa y col. (2004) postulan que la elevada producción de ROS 

detectada en ratones obesos KKAy se debe al incremento en la actividad de la 

NAD(P)H oxidasa y a la alteración del sistema de defensa antioxidante en el 

tejido adiposo, y que el tratamiento con un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa 

reduce el EO. 

En el caso de los animales FL, se redujo la expresión génica de ambas 

subunidades y disminuyó significativamente el contenido proteico de p22
phox

. Si 

bien la activación de la enzima se produce cuando las subunidades citosólicas 

migran a la membrana plasmática e interactúan con las subunidades catalíticas 

transmembrana (Stefanska y Pawliczak, 2008), otros autores (Furukawa y col., 

2004; Lu y col., 2007) sugieren que la inducción de la expresión génica y 

proteica estaría asociada con un ambiente pro-oxidante que incrementaría aún 

más la producción de ROS, tal como el observado en los animales F de nuestro 

modelo (Castro y col., 2012).  

Una hipótesis interesante a plantear se basa en asumir la existencia de un 

círculo vicioso, donde el EO generado a nivel mitocondrial por la sobrecarga 

metabólica consecutiva a la administración de una DRF, generaría a nivel 

citosólico y de membrana plasmática un aumento en la actividad de la NAD(P)H 

oxidasa, situación que agravaría el escenario de EO. De este modo el α-AL, al 

reducir el ambiente pro-oxidante inducido por la DRF, rompería este círculo 
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vicioso afectando la expresión de la enzima, con la consecuente disminución en 

la formación de ROS. El nexo entre ambos procesos se relacionaría, tal como se 

describe más adelante, con cambios metabólicos como aumento de la actividad 

de la Gl-6-PDH, enzima que genera NAD(P)H. En este sentido cabe mencionar 

que ratas de 22 a 24 meses de edad (“viejas”), tratadas con α-AL, reducen los 

niveles de ARNm de NOX4 y la actividad de la NAD(P)H oxidasa en la aorta, 

mejorando el EO vascular producido por la edad (Li y col., 2010). Asimismo en 

ratas hipertensas, la suplementación con AL previene la inducción de la 

NAD(P)H oxidasa por ciclosporina (Louhelainen y col., 2006); igualmente en 

ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, el α-AL revierte el incremento 

de p22
phox

 y p47
phox

 en el riñón de estos animales (Bhatti y col., 2005). Sin 

embargo, tanto estos trabajos como el nuestro, no permiten descartar un efecto 

directo del α-AL sobre la NAD(P)H oxidasa.  

4.5. Marcadores de inflamación 

Otra característica del modelo empleado es la inducción de un cuadro de 

inflamación. En nuestro caso, la administración de una DRF indujo la expresión 

de marcadores de inflamación, tales como el incremento de la expresión génica 

de TNFα, IL1β y PAI-1, acompañados de aumento en los niveles proteicos de 

TNFα, sin registrarse modificaciones significativas en los niveles de ARNm de 

NF  y proteicos de I α (factor regulador de su expresión). A su vez, la 

presencia de estas citoquinas proinflamatorias estuvo asociada a una mayor 

expresión proteica de COX2. 

En ratones en los que se indujo un estado de inflamación crónica por 

activación hepática de NFκβ, se detectó IR moderada, que se mejoró al 

neutralizarse la IL6 (Cai y col., 2005). Por su parte, Furukawa y col. (2004) 

demostraron que el H2O2 induce la expresión de PAI-1, TNFα e IL6 y reduce los 

niveles de ARNm de PPARγ en adipocitos 3T3. Cabe mencionar que la 

sensibilidad a la insulina no mejoró en personas obesas o diabéticas cuando se les 

administraron anticuerpos anti-TNFα o antagonistas del mismo (Bernstein y col., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhatti%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15780089
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2006; Ofei y col., 1996; Paquot y col., 2000). Sí se registró, en cambio, una 

reducción del depósito hepático de grasa en ratones con knock-out del receptor de 

TNFα alimentados con fructosa (30%); estos datos sugerirían que dicha citoquina 

estaría mediando la lipogénesis hepática con inducción del ARNm de PAI-1 

(Kanuri y col., 2011b). Aunque no es claro el mecanismo por el cual el TNFα 

llevaría a cabo esta acción, en nuestros animales F se registró un incremento de 

su expresión tanto génica como proteica asociado a esteatosis hepática. 

El tratamiento con α-AL previno el aumento de los niveles de ARNm de 

TNFα, IL1β y PAI-1 y de proteína de TNFα y COX2, lo que indicaría que el α-

AL sería capaz de prevenir el desarrollo del estado de inflamación registrado a 

nivel hepático en nuestras ratas alimentadas con DRF. El efecto antiinflamatorio 

del α-AL ha sido previamente demostrado por Tian y col. (2012), quienes 

encontraron que a nivel hepático, el α-AL es capaz de disminuir la expresión 

génica de TNFα e IL1 inducidas por administración de lipopolisacáridos. 

También se detectó dicho efecto en el tejido adiposo de ratones obesos con IR 

(Deiuliis y col., 2011). Igualmente, otros autores han reportado que en células 

HMEVC (células endoteliales microvasculares humanas) y HSMM (mioblastos 

de músculo esquelético humanos) incubadas con altas concentraciones de TNFα, 

se registró una disminución de los niveles de ARNm de LASY, mientras que la 

administración de α-AL atenuó el estado inflamatorio (Padmalayan y col., 2009). 

Nuestros resultados no permiten afirmar si el efecto antiinflamatorio del α-AL es 

un efecto directo o es consecuencia de la reducción del EO.  

4.5. Metabolismo de carbohidratos  

Respecto al metabolismo de carbohidratos, en los animales con DRF se 

detectó un incremento en los niveles de ARNm, proteína y actividad enzimática 

de FQ. Como se mencionó en la introducción, esta enzima está presente en 

cantidades significativas sólo en el hígado y es una de las tres enzimas que le 

otorgan a esta glándula la capacidad intrínseca de metabolizar fructosa en forma 

casi exclusiva (Heinz y col., 1968; Mayes, 1993). Asimismo, en los animales F 
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se detectó mayor contenido de glucógeno hepático e incremento de la vía de las 

pentosas (incremento en los niveles de ARNm y aumento de actividad de la Gl-6-

PDH) y del ciclo de sustrato de glucosa (incremento simultáneo de la actividad 

de GQ y Gl-6-Pasa) respecto al grupo C (Francini y col., 2009, 2010).  

En el año 2008, Ouyang y col. demostraron que pacientes con NAFLD 

consumían una cantidad significativamente mayor de bebidas edulcoradas (con 

jarabes ricos en fructosa) respecto a individuos sanos. Los autores también 

destacan que la FQ (medida en biopsias hepáticas de estos pacientes), enzima 

clave en el inicio del metabolismo de fructosa en el hígado, se incrementa dos 

veces respecto a la población general. En el mismo trabajo se demuestra que la 

fructosa induce la expresión génica, proteica y la actividad de FQ en hepatocitos 

cultivados. Este incremento coincide con lo reportado por otros investigadores 

para el hígado de ratas alimentadas con DRF (Burant y Saxena, 1994; Korieh y 

Crouzoulon, 1991).  

El aumento en la actividad de Gl-6-PDH, primera enzima y limitante de la 

vía de las pentosas monofosfato, proveería al hígado de un mecanismo adicional 

para neutralizar al EO, ya que por su acción disminuye el aporte de sustratos a la 

mitocondria (Spolarics y col., 2000) y aumenta el poder reductor por incremento 

en la producción de NAD(P)H. Este último es importante tanto para los procesos 

de síntesis reductivas como la biosíntesis de ácidos grasos y esteroides, como 

para la reducción del GSSG a GSH mediante la acción de la enzima GR. Sin 

embargo, el NAD(P)H también es el sustrato de la enzima NAD(P)H oxidasa, 

cuya actividad aumenta la formación de ROS. Por lo tanto, la actividad de la Gl-

6-PDH observada en nuestro modelo tendría una acción dual: por un lado 

desviaría sustratos de la vía oxidativa mitocondrial y por otro promovería el 

circulo vicioso planteado inicialmente, que relaciona EO mitocondrial con EO 

citosólico. 

Como ya mencionáramos, la DRF induce un aumento en la actividad de la 

enzima GQ, la cual juega un rol fundamental en la regulación del metabolismo 

de glucosa a nivel hepático (Iynedjian, 1993; Magnuson, 1990; Matschinsky, 
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1996). Un aumento similar en la actividad de esta enzima ha sido registrado en 

ratas obesas (Belfiore y col., 1989) y en ratas Zucker (obesas e 

hiperinsulinémicas) (Huuponen y col., 1989). En nuestro caso, el aumento en la 

actividad de la enzima no se acompañó de un aumento significativo en los 

niveles de expresión génica y proteica de la misma, lo que sugiere que 

mecanismos postranscripcionales serían los responsables del aumento de su 

actividad. Cabe destacar que en las ratas F, la mayor actividad de la enzima se 

registró en su fracción citosólica hepática respecto a la nuclear. Estos datos 

sugieren que la translocación de la enzima desde el núcleo, donde se encuentra 

secuestrada en su forma inactiva por la proteína reguladora de GQ, al citosol, 

donde la enzima adquiere su forma activa, sería uno de los mecanismos afectados 

por la sobrecarga con fructosa.  

Otro mecanismo potencialmente responsable del aumento de actividad 

citosólica de la enzima sería la interacción de la GQ con PFK-2 (Francini y col., 

2009), proteína involucrada en la regulación de la actividad de GQ (Massa y col., 

2004). La PFK-2 es la enzima encargada de la formación y degradación de 

fructosa-2,6-bifosfato, importante regulador del metabolismo de carbohidratos 

(Claus y col., 1984; Okar y col., 2001; Pilkis y col., 1995). Massa y col. (2004) 

demostraron que la sobreexpresión de PFK-2 en células RINm5F-GK y en 

células INS1 produjo un aumento en la actividad catalítica de GQ; dicho 

incremento se debería a un mecanismo postraduccional, ya que los niveles de 

proteína permanecieron constantes en comparación con los controles. Dicho 

trabajo también demostró que la activación de la GQ por sobreexpresión de PFK-

2 indujo una mayor tasa de oxidación de glucosa. In vivo, en ratones diabéticos, 

se observó que la transfección de PFK-2 en hígado indujo un aumento en los 

niveles de ARNm y proteína de GQ (Wu y col., 2004). Experimentos realizados 

en híbridos de levaduras demostraron que la GQ interactúa con PFK-2 a través 

del dominio fosfatasa de esta última (Baltrusch y col., 2001); dicha interacción es 

un prerrequisito para lograr la activación ya que el proceso es bloqueado por un 

anticuerpo específico contra el dominio fosfatasa de PFK-2 (Massa y col., 2004). 

La interacción de PFK-2 con GQ la activa y le da estabilidad en el citoplasma 
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(Agius y col., 1993). A nivel hepático, este complejo promovería de modo 

coordinado el incremento en la fosforilación de la glucosa (por activación de 

GQ) y de la glucólisis (por PFK-2) (Smith y col., 2007). La sobreexpresión de 

PFK-2 en hepatocitos potencia la expresión de GQ, y su 

fosforilación/defosforilación modula su capacidad de unirse a GQ, afectando así 

su translocación desde el núcleo al citoplasma (Payne y col., 2005). Del mismo 

modo, en ratones con diabetes inducida por estreptozotocina, la expresión de 

PFK-2 en el hígado indujo una reducción en la producción de glucosa hepática al 

estimular la glucólisis e inhibir la gluconeogénesis, con disminución de la 

glucemia (Wu y col., 2001).  

En nuestro caso, la expresión génica y proteica de PFK-2 aumentó en los 

animales alimentados con DRF, hecho que sugiere que este mecanismo 

participaría activamente en el incremento de la actividad de GQ en nuestras ratas 

con DRF: la fructosa induciría la translocación de la enzima al citosol, donde 

interaccionaría con PFK-2, con el consiguiente aumento de su actividad.   

Los resultados obtenidos con α-AL en animales sometidos a DRF, donde 

se previenen las modificaciones inducidas por la fructosa, sugieren que el EO 

participaría activamente en la regulación de la actividad de GQ. 

Si bien la insulina es un estimulador de la expresión génica de la GQ vía 

PI3K (Iynedjian, 1993; 2009), en nuestros animales hiperinsulinémicos 

corroboramos que tal incremento no llega a ser significativo, posiblemente 

debido a la IR que presentan estos animales.  

A nivel molecular se ha demostrado que el factor de transcripción SREBP 

1c induciría la expresión de GQ estimulada por insulina (Foretz y col., 1999; 

Guillet-Deniau y col., 2002; Kim y col., 1998; Sewter y col., 2002). En 

hepatocitos primarios, la sobreexpresión de SREBP 1c se acompaña de un 

incremento en el ARNm de GQ, mientras que un mutante dominante negativo de 

dicho factor de transcripción inhibe la inducción de la expresión génica de GQ 

estimulada por insulina (Foretz y col., 1999). En nuestro caso, si bien tanto los 

niveles proteicos de PI3K, como la expresión génica de SREBP 1c están 
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aumentados en las ratas con DRF, no registramos un aumento en la expresión 

génica de la GQ, lo cual refuerza la hipótesis de que el incremento observado en 

la actividad de la enzima es consecuencia de cambios en mecanismos de 

regulación postranscripcionales: translocación núcleo-citosol y posible 

interacción con PFK-2.  

En ratones transgénicos, la sobreexpresión de GQ induce IR, 

hipertrigliceridemia y TGA (Ferre y col., 2003), mientras que en ratas normales 

se observó que la sobreexpresión de Gl-6-Pasa indujo los mismos efectos (Trinh 

y col., 1998); en consecuencia, el aumento de estas dos enzimas de la vía 

glicolítica podría mediar, al menos en parte, la IR observada en nuestras ratas 

tratadas con DRF.  

La administración de DRF a ratas normales indujo un aumento 

significativo del depósito hepático de glucógeno y en la expresión génica y 

actividad de la Gl-6-Pasa. Estos resultados están en sintonía con los hallados por 

otros autores: Frame y Cohen (2001) demostraron en ratas tratadas con una dieta 

rica en sacarosa (68% de las calorías totales) un incremento en la expresión 

génica de Gl-6-Pasa, acompañado de disminución en la expresión génica de 

GSK3, serina-treonina quinasa encargada de fosforilar e inactivar a la glucógeno 

sintasa. Por otro lado, en ratas alimentadas con fructosa, se observó un 

incremento en la captación y fosforilación de glucosa hepática y en la síntesis de 

glucógeno (Shiota y col., 1998; Van Schaftingen y Vandercammen, 2004). Un 

fenómeno similar se registró en ratas alimentadas con sacarosa (68% de la 

ingesta calórica): incremento de la gluconeogénesis y de la glucogenogénesis 

hepática (Bizeau y col., 2001; Pagliassotti y col., 1994, 1995). También se ha 

detectado un incremento del depósito hepático de glucógeno (Clore y col., 1992) 

y de TG (Lonardo y col., 2005) en pacientes diabéticos. El incremento 

simultáneo del depósito de glucógeno, de la activación de la Gl-6-Pasa y de la 

GQ podrían interpretarse como mecanismos adaptativos del hepatocito frente a la 

sobrecarga de fructosa para desviar el aporte mitocondrial de sustratos oxidables 

y así disminuir la formación de ROS.   
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La activación simultánea de la Gl-6-Pasa y la GQ, dos enzimas que 

participan en la interconversión de dos compuestos (Gl-6-P y glucosa) sin 

cambios netos más allá de la disipación de energía, determinan lo que se 

denomina un ciclo fútil o ciclo de sustrato, causal de la hidrólisis del ATP sin 

cambios en la concentración de los reactantes. Sin embargo, este mecanismo no 

necesariamente es fútil y podría significar otro mecanismo complementario para 

desviar sustratos hacia su oxidación. Cabe consignar que un ciclo similar al 

observado en nuestros animales F se ha descripto en células  pancreáticas de 

roedores con DMT2 (Khan y col., 1994).    

Las mencionadas alteraciones a nivel del metabolismo de carbohidratos se 

revirtieron mediante la administración de α-AL. 

Estudios experimentales demostraron que el α-AL estimula el 

metabolismo oxidativo y no oxidativo de la glucosa en ratas diabéticas y 

normales (Singh y Bowman, 1970). También mejoró el depósito de glucosa en 

tejidos periféricos en ratas alimentadas con glucosa (Midaoui y de Champlain, 

2002), en pacientes con DMT2 (Jacob y col., 1995) y en ratas obesas Zucker 

(Jacob y col., 1992). El tratamiento con α-AL (100 mg/kg durante 10 días) 

mejoró la captación de glucosa mediada por insulina, su oxidación y la síntesis 

de glucógeno, y disminuyó los niveles plasmáticos de insulina y ácidos grasos en 

ratas con IR (Jacob y col., 1996). Resultados similares se hallaron en pacientes 

con DMT2 tratados con α-AL vía oral (Jacob y col., 1999).  

El α-AL favorecería la translocación de los transportadores GLUT-1 y 

GLUT-4 a la membrana plasmática (Estrada y col., 1996). En ratas UCD-T2DM, 

el consumo de fructosa (20% de la ingesta energética) acelera el inicio de la 

diabetes, mientras que el tratamiento con α-AL (80 mg/kg) la previno al mejorar 

la homeostasis de la glucosa (Cummings y col., 2010). Por otra parte, incubando 

hepatocitos de rata en presencia de α-AL, se observó una inhibición dosis 

dependiente de la gluconeogénesis como consecuencia del secuestro de la 

coenzima A mitocondrial (Blumenthal, 1984). A su turno, la disminución de la 

acetil-CoA aceleraría la captación de glucosa e incrementaría la glucólisis 
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(Haugaard y Haugaard, 1970; Singh y Bowman, 1970); la formación de lipoil-

CoA reduciría los niveles de HSCoA y acetilCoA disminuyendo la síntesis de 

citrato que en consecuencia no produciría la inhibición de la PFK-1 y favorecería 

también el flujo glucolítico. Esta combinación de efectos (interferencia en la 

producción de glucógeno y aumento de glucólisis) llevan a una reducción 

extrema en la síntesis hepática de glucógeno (Blumenthal, 1984). 

4.6. Metabolismo de lípidos  

Los cambios descriptos en el metabolismo de carbohidratos en los 

animales alimentados con DRF se acompañaron de un incremento simultáneo del 

depósito graso y contenido hepático de TG. Estos resultados sugieren que estos 

animales canalizan parte del exceso de sustratos a través de la síntesis de lípidos, 

fenómeno evidenciado por el incremento en el ARNm de las enzimas lipogénicas 

FAS y GPAT y de los factores de transcripción SREBP 1c y ChREBP que 

regulan la expresión génica de dichas enzimas (Bennett y col., 1995; Dentin y 

col., 2005; Koo y col., 2009).  

Se ha observado que mientras la glucosa induce un pico en la actividad de 

SREBP 1c, la fructosa estimula su actividad de modo gradual, sugiriendo que la 

lipogénesis depende más de la disponibilidad de carbohidratos y particularmente 

fructosa, que del estímulo de insulina (Matsuzaka y col., 2004); esto último 

explicaría el efecto lipogénico registrado en nuestras condiciones experimentales 

donde los animales presentan IR.  

Por su parte, el factor de transcripción ChREBP regula directamente la 

expresión de FAS en respuesta a dietas ricas en carbohidratos (fructosa y 

sacarosa), no así en respuesta a la glucosa (Janevski y col., 2012). En ratones 

knock-out para el gen ChREBP se observó una intolerancia a la dieta con 

fructosa, hecho que sugiere su rol fundamental en la regulación de la lipogénesis 

hepática (Iizuka y col., 2004). También se encontró que la fructosa incrementa 

los niveles de ARNm de FAS, quizás al estabilizarlo, mientras que los 
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carbohidratos en general aumentan su tasa transcripcional (Katsurada y col., 

1990). 

Huang y col. (2011) demostraron, en células de hepatoma humano 

(HepG2) expuestas a concentraciones variables de fructosa y en ratones 

alimentados con fructosa (60% de las calorías totales), un incremento en el 

contenido de TG hepáticos, con aumento de la lipogénesis de novo. Asimismo, 

Miyazaki y col. (2004) registraron un incremento en la isoforma hepática de 

SREBP 1 y en la expresión génica de enzimas lipogénicas como FAS y ACC en 

ratones tratados durante 7 días con una DRF (70%). En ratas alimentadas con 

DRF también se detectó la inducción de FAS, incremento en la secreción de TG 

e hipertrigliceridemia, mientras que una dieta rica en glucosa no provocó dichas 

alteraciones (Kazumi y col., 1997). Estos resultados concuerdan con lo hallado 

por Matsuzaka y col. (2004) respecto a la estimulación de la actividad de SREBP 

1c por fructosa. La hipertrigliceridemia descripta sería consecuencia de la 

combinación de dos fenómenos: la sobreproducción de TG y la depuración 

inapropiada de TG (Kazumi y col., 1986; Parks y Hellerstein, 2000), esta última 

debido a una disminución en la actividad de lipoproteína lipasa (Quaschning y 

col., 1999). 

Nuestros resultados sugieren que también los PPARs podrían estar 

involucrados en el efecto lipogénico de la DRF. En ese sentido, es conocido el 

papel regulador de PPARγ sobre la expresión génica de SREBP 1c (König y col., 

2009). Varios autores han encontrado una relación directa entre los agonistas de 

PPARγ y PPARα y la disminución en la concentración de TG plasmáticos y 

hepáticos en ratas (König y col., 2007; Lee y col., 2004; Naderali y col., 2004). 

En células Fao de hepatoma de rata, el PPARγ estimuló la expresión génica de 

Insig-2, lo cual se asoció a una reducción en la forma transcripcionalmente activa 

de SREBP 1, ARNm de GPAT y FAS, reflejado en una disminución del 

contenido y secreción de TG (König y col., 2009). Acorde a lo descripto, en 

nuestras ratas alimentadas con DRF se registró una disminución en la expresión 

génica y proteica de PPARγ y consecuentemente, un incremento en los niveles de 

ARNm de SREBP 1c, GPAT y FAS.  
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Por otro lado, la co-administración de α-AL fue capaz de prevenir los 

cambios en los niveles de ARNm de los mencionados genes con disminución del 

depósito graso a nivel hepático y de la hipertrigliceridemia; estos datos sugieren 

que el α-AL produce su efecto, al menos parcialmente, normalizando la síntesis 

hepática de novo de TG. Acorde con nuestros resultados, se ha observado que en 

ratones con sobreexpresión transgénica de acetyl-CoA sintetasa, el α-AL reduce 

la expresión génica de FAS y SREBP 1c (Lee y col., 2006a) y que en el hígado 

de ratas reduce la actividad y expresión génica de enzimas lipogénicas (Horton y 

col., 2002; Huong e Ide, 2008). Asimismo, Butler y col. (2009) demostraron que 

el tratamiento con α-AL mejora la hipertrigliceridemia en ratas con diabetes 

inducida por estreptozotocina, debido al aumento de la depuración de 

triacilglicerol y la down-regulation de la secreción de TG hepáticos; efecto este 

último debido en parte a la inhibición de su síntesis de novo. Valdecantos y col. 

(2012) demostraron que el α-AL es capaz de reducir la lipogénesis y estimular la 

β-oxidación hepática inducidas por una dieta rica en grasas. Igualmente, 

empleado diversas dosis de α-AL (1 a 5 g/kg por día), se registraron descensos de 

tipo dosis-dependiente en la concentración de TG hepáticos y de colesterol, con 

disminución de la actividad de enzimas lipogénicas (FAS y Gl-6-PDH), así como 

de la PK (Huong e Ide, 2008), la cual participa en la regulación de la síntesis de 

ácidos grasos (Noguchi y col., 1982).  

4.7. Vía de señalización de la insulina 

En nuestras ratas alimentadas con DRF, registramos un incremento en los 

niveles proteicos del RI y de PI3K y una disminución de IRS1 e IRS2. Hallamos 

una reducción significativa en los niveles de fosforilación en tirosina de RI e 

IRS1. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de 

ARNm de IRS1 e IRS2. La co-administración de α-AL previno el desarrollo de 

estas alteraciones en la cascada de señalización de insulina. 

Sin embargo en 1984, Bieger y col. demostraron que el incremento en los 

TG plasmáticos puede disminuir el número de RI, reduciendo así la sensibilidad 
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a la hormona, y en 1989 Thorburn y col. plantearon una relación entre 

hipertrigliceridemia e IR. Lee y col. (2005) demostraron que el α-AL mejoraría la 

sensibilidad a la insulina al disminuir los depósitos ectópicos de TG y aumentar 

la expresión de AMPK.  

Ratones knock out para el RI hepático exhiben IR, TGA y una falla en la 

supresión de la producción de glucosa (Michael y col., 2000). Asimismo, la 

infusión de altas dosis de insulina en estos ratones no suprimió la producción de 

glucosa, demostrando que los efectos directos e indirectos de la insulina 

requieren que su vía de señalización permanezca intacta (Fisher y Kahn, 2003). 

Otro estudio también demostró que el IRS2 es necesario para la acción eficiente 

de la insulina en el hígado (Dong y col., 2006). 

Por otra parte, en modelos animales de DMT2 con obesidad como los 

ratones ob/ob, la evidencia muestra alteraciones en etapas tempranas de la 

cascada de mediadores de insulina (Exton, 1990; Lord y col., 1985; Saad y col., 

1992; Soll y col., 1975; Taberner y col., 1991). Así, por ejemplo, en ratones 

obesos diabéticos se detectó una disminución del 50% en la fosforilación del RI y 

un 80% en el IRS1. Estos efectos se asociaron a una disminución del 90% en la 

actividad de PI3K inducida por insulina (Folli y col., 1992). 

Se ha demostrado que la acumulación de lípidos a nivel hepático en 

animales alimentados con fructosa afecta la señalización post-receptor de la 

insulina generando IR hepática (Pagliassotti y col., 1996, 2002). Acorde con 

estos resultados, ratas alimentadas con fructosa (66%) durante dos semanas 

presentaron una disminución en los niveles de ARNm y proteína del RI en 

hígado y músculo esquelético, acompañada de hipertrigliceridemia (Catena y 

col., 2003).  

Estos efectos no serían condicionados sólo por la concentración de estas 

proteínas sino también por su grado de fosforilación. Así, por ejemplo, en ratas 

tratadas con sacarosa (68 % de la ingesta calórica), no se hallaron cambios en la 

fosforilación en tirosina del RI estimulada por la hormona, pero sí una 

disminución en la fosforilación en residuos tirosina del IRS1 e IRS2, de la 
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asociación de ambos con la subunidad p85 de la PI3K, de la actividad de PI3K y 

de la fosforilación de Akt. Estos resultados confirman el efecto modulador de la 

dieta sobre la señalización de insulina a nivel hepático (Wei y col., 2007). En 

otros estudios con ratas alimentadas con fructosa (624g/kg de comida) durante 28 

días, no se registraron cambios en la concentración del RI, pero sí una 

disminución del 72% en su fosforilación estimulada por insulina, seguida de una 

reducción en la fosforilación en residuos tirosina del IRS1 e IRS2 en hígado y 

músculo (Bezerra y col., 2000; Ueno y col., 2000). 

Igualmente se verificó, en ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa 

(68% de la ingesta calórica) durante una, dos o cinco semanas, un incremento en 

la fosforilación en serina del IRS1 (Wei y col., 2004). Lo mismo ocurrió en 

hepatocitos expuestos a glucosa y fructosa, en presencia o ausencia de insulina 

(Wei y col., 2005). Por otra parte, en hepatocitos aislados de ratas alimentadas 

con sacarosa (68% de la ingesta calórica), se registró una disminución de la 

fosforilación en tirosina del IRS1 estimulada por insulina (Wei y Pagliassotti, 

2004). Este efecto sobre la fosforilación en tirosina del IRS1 e IRS2 también se 

observó en hepatocitos expuestos a glucosa y fructosa (Wei y col., 2005). En 

conjunto, estos resultados, al igual que los nuestros, demuestran que la fructosa 

reduce la fosforilación en tirosina del IRS1 en respuesta a insulina, así como la 

habilidad del IRS1 para asociarse con el RI, inhibiendo así la cascada de 

señalización y la acción de la insulina (Aguirre y col., 2002; Hotamisligil y col., 

1996; Paz y col., 1997). 

También se ha comprobado que el TNFα promueve la fosforilación 

inhibitoria en residuos serina del IRS1 (Aguirre y col., 2000; Hotamisligil y col., 

1996; Yin y col., 1998). En relación a ello, se observó que el agregado de TNFα 

recombinante a células en cultivo o su administración a animales, disminuye el 

efecto de la insulina. Igualmente se ha descripto que animales obesos (ratones 

ob/ob y ratas fa/fa), carentes de TNFα funcional o de receptores para TNFα, 

tienen mayor sensibilidad a la insulina que sus controles (Hotamisligil y col., 

1993; Uysal y col., 1997). Del mismo modo, en ratones knock out para el gen de 

IL1α, se registraron glucemias e insulinemias de ayuno más bajas que en los 
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animales control (Matsuki y col., 2003). También se ha observado que la IL1β es 

capaz de reducir la expresión de IRS1 a nivel transcripcional y postranscripcional 

(Jager y col., 2007). 

Estos datos, junto a los obtenidos en nuestro estudio, demuestran que los 

nutrientes son moduladores importantes de la activación de las vías de estrés e 

inflamación y la inducción de IR hepática (Evans y col., 2005; Wei y 

Pagliassotti, 2004).  

Cabe consignar que Bloch-Damti y col. (2006) observaron que el EO 

induce un incremento en la fosforilación en residuos serina del IRS1 e IRS2 en 

adipocitos 3T3-L1, causando IR. De este modo el EO tendría un rol fundamental 

en el desarrollo de la IR. Acorde con esta hipótesis, se ha demostrado que la 

administración de α-AL a animales o a pacientes con IR mejora la sensibilidad a 

la insulina (Jacob y col., 1995). También se ha observado que inductores del EO 

disminuyen in vitro el transporte de glucosa estimulado por insulina y la 

translocación de GLUT-4 (Rudich y col., 1998). Por el contrario, la 

administración de α-AL mejoraría la sensibilidad a la insulina favoreciendo la 

autofosforilación del RI y la oxidación de los grupos tioles presentes en la 

subunidad β del receptor mediada por la forma oxidada del α-AL (Moini y col., 

2002). Aportando evidencia adicional respecto al rol central del EO en la IR, se 

ha demostrado que la expresión del gen de insulina requiere de ciertos factores de 

transcripción activados por GSH (Araki y col., 1991). 
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4.8. Conclusiones 

1. La alimentación de ratas Wistar adultas normales con una DRF durante 

tres semanas induce hipertrigliceridemia, normoglucemia con hiperinsulinemia y 

por lo tanto IR, TGA, aumento de marcadores de EO e inflamación y alteraciones 

en el metabolismo hepático de lípidos y glúcidos. Estas alteraciones remedan las 

presentes en el síndrome metabólico humano y por lo tanto convierten a la DRF 

en un buen modelo para su estudio. 

2. En los animales alimentados con DRF, los cambios metabólicos 

observados representarían un mecanismo de adaptación a la sobrecarga de 

sustratos metabólicos, mediante el cual el hígado redirige su metabolismo 

oxidativo a una vía no oxidativa, resultando en una provisión menor de 

combustibles a la mitocondria con la consecuente disminución en la producción 

de ROS. 

3. El aumento de la vía de las pentosas y en consecuencia de la generación 

de NAD(P)H, activaría a la NAD(P)H oxidasa, estableciéndose así un círculo 

vicioso en la generación de EO. 

4. La administración de DRF conduce a cambios en la expresión de PPARs y 

estos a su vez promoverían cambios en la expresión de UCP2. El aumento de 

UCP2 sería un mecanismo alternativo tendiente a atenuar la formación de ROS 

en estos animales. 

5. La sobreexposición a la fructosa conduce a la desregulación del 

metabolismo lipídico que conduciría a la IR, debido, en parte, a la desregulación 

hepática de las vías de estrés e inflamación. 

6. La administración de un antioxidante, α-AL, disminuye la expresión de 

marcadores de EO, normaliza la disfunción metabólica y mejora la sensibilidad a 

la insulina. Asimismo, el α-AL fue capaz de prevenir el desarrollo del estado de 

inflamación hepático inducido por la DRF. 
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7. Estos datos sugieren que la formación de ROS y el consecuente EO 

podrían ser los eventos causales iniciales que desencadenan la disfunción 

metabólica hepática, la IR y la reacción inflamatoria. 

8. En función de estos resultados, el uso de antioxidantes podría ser una 

estrategia útil para la prevención y tratamiento de la DMT2 y otros factores de 

riesgo cardiovascular desencadenados por el consumo de dietas desbalanceadas.  

La siguiente figura resume los mecanismos propuestos a través de los 

cuales los ROS provocarían alteración del metabolismo de carbohidratos y de 

lípidos, inflamación y finalmente IR. 
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