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ABREVIATURAS

ACC: acetil-CoA carboxilasa

Acetil-CoA: acetil coenzima A

ACGL.: écidos grasos libres

ADNc: ADN complementario

AL 4cido lipoico

ALT: alanina aminotransferasa

AST: aspartato aminotransferasa

AMPK: proteina quinasa activada por AMP
C: grupo control

ChREBP: proteina de union a elementos reguladores de carbohidratos (del

inglés carbohydrate regulatory element-binding protein)
CK: ciclo de Krebs

CL.: control + &cido lipoico

COX2: ciclooxigenasa 2

CPT-1: carnitina-palmitoiltransferasa 1
DAB: diaminobenzidina

DHA-P: dihidroxiacetona-fosfato
DMT?2: 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 acidos grasos (del inglés fatty acid synthase)
FL: grupo tratado con fructosa + acido lipoico

FO: fosforilacion oxidativa

FQ: fructoquinasa

G-3-P: glicerladehido-3-fosfato

Gl-6-Pasa: glucosa-6-fosfatasa

GI-6-PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GLUT: transportador de glucosa (del inglés glucose transporter)
GPAT: glicerol-fosfato-acil-transferasa

GPx: glutation peroxidasa

GQ: glucoquinasa

GR: glutation reductasa

GSH: glutatién reducido

GSSG: glutatién oxidado

HOMA-IR: modelo de determinacién homeostatico 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: indice de sensibilidad hepatica a la insulina

LASY': acido lipoico sintetasa

LDH: lactato deshidrogenasa

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos

MDH: malato deshidrogenasa



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

disease)
NEFA: acidos grasos no esterificados (del inglés non-esterified fatty acids)
NFxp: factor nuclear kappa-B (del inglés nuclear factor kappa-B)

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

activator inhibitor-1)

PDH: piruvato deshidrogenasa

PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

PFK: fosfofructoquinasa (del inglés phosphofructo-kinase)
P13K: fosfatidilinositol-3-quinasa

PK: piruvato quinasa

PPAR: receptor de peroxisomas activado por proliferacion (del inglés

peroxisome proliferator-activated receptor)
PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés

quantitative polymerase chain reaction)

RI: receptor de insulina

ROS: especies reactivas del oxigeno (del inglés reactive oxygen species)
SOD: superdxido dismutasa

SREBP 1c: proteina de union a elementos reguladores de esteroles 1c (del

inglés sterol regulatory element-binding protein 1c)
TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TCA: &cido tricloroacetico

TG: triglicéridos

TGA: tolerancia a la glucosa alterada

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



TNFa: factor de necrosis tumoral « (del inglés tumoral necrosis factor o)

UCP2: proteina desacoplante mitocondrial 2 (del inglés uncoupling protein

mitocondrial 2)
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Introduccion

1.1. Diabetes y pre-diabetes

La prevalencia de diabetes se incrementa a nivel mundial en forma
exponencial y se estima que en el afio 2025 afectara a 300 millones de
personas en el mundo (King y col., 1998). Segun la Encuesta Nacional de
Factores de Riesgo realizada por el Ministerio de Salud Publica en el afio
2009, en nuestro pais el 9,6% de la poblacién era diabética, valor que supera
ampliamente el estimado para ese afio por la Federacidon Internacional de
Diabetes (Atlas IDF, 2009).

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es la forma mas 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
hipertension arterial, obesidad central, dislipemia y estilos de vida poco
saludables (plan de alimentacion 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 caracter epidémico. En nuestro pais, la tasa de sobrepeso/obesidad
alcanzé el 53,4% segun la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (2009) del

Ministerio de Salud Publica.

La aparicion de la DMT2 esta precedida por tolerancia a la glucosa
alterada (TGA), en la cual ya estan 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 numero importante de
pacientes sugieren que la insulinorresistencia (IR) estaria presente muchos
afios antes del inicio clinico de DMT2 (Kahn, 1994). La IR puede definirse

como una disminucién de la capacidad de la insulina para ejercer sus efectos
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bioldgicos sobre los tejidos blanco, tales como mdsculo esquelético, higado y
tejido adiposo. En estas condiciones, la respuesta de dichos tejidos a la accion
de la hormona disminuye y, como consecuencia, el pancreas incrementa la
produccion y secrecion de insulina para mantener la homeostasis metabolica
dentro de los limites normales (Kahn, 1994). Esta sobrecarga funcional de la
celula B, que inicialmente cubre la demanda, generalmente en los Gltimos afios
previos al inicio de la DMT2 agota a la célula, la secrecion de insulina falla y

esta falla es la primera manifestacion clinica de la enfermedad.

De este modo, la DMT2 estd precedida por un largo periodo de
prediabetes y una patogénesis lenta y progresiva. Asi, la historia natural de la
diabetes se inicia con un periodo prediabético que comienza a los 30 afios de
edad o quizas antes, cuando el individuo en riesgo es normoglucémico pero
presenta una sensibilidad a la insulina disminuida. Esto es seguido mucho
tiempo después por una disminucion en la secrecién de insulina, y finalmente,
unos pocos afios mas tarde, por la aparicion clinica de la enfermedad (Kahn,
1994).

1.2. Condicionantes genéticos y ambientales

La homeostasis de la glucosa depende del balance entre la produccion
de glucosa hepatica y la utilizacion de la misma por tejidos
insulinodependientes como el tejido adiposo y el masculo, e
insulinoindependientes como el cerebro y el rifion (Bergman, 1989; Cabhill,
1976). Si bien el ajuste fino del metabolismo de glucosa estaria influenciado
por varias hormonas y metabolitos intermedios, el patron de su utilizacion esta
basicamente regulado por hormonas secretadas por los islotes pancreéaticos:

insulina por las células B y glucagon por las células a.

El deposito de glucosa depende primariamente de tres factores: la
capacidad del cuerpo para secretar insulina de modo agudo 0 en respuesta

sostenida, la habilidad de la insulina para inhibir la produccion hepatica de
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glucosa y promover su absorcion (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 patoldgicos: uno es la disminucion 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 pancreas endocrino
para compensar dicha IR (Leahy y col., 1992; Orci y col., 1990; Porte, 1991;
Turner y col., 1992). Esta Ultima se manifiesta primero como un defecto en la
secrecion de insulina estimulada por glucosa y a su vez, por la incapacidad de
la glucosa para promover la secrecion de otros secretagogos de insulina, lo que
conlleva a la pérdida de sensibilidad a la glucosa por parte de las células
pancreaticas 3 (Kahn, 1994).

Estas dos fallas involucradas en la patogenia de la DMT2 son causadas
por una combinacién de defectos genéticos y ambientales que conducen a la
progresion desde la tolerancia a la glucosa normal a la diabetes, pasando por
un periodo 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 progresion, pero que no son especificos de esta
patologia y juegan asimismo un rol importante en otras enfermedades (Kahn,
1994). Los factores ambientales tales como la dieta, la actividad fisica 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, 0 al menos retrasarse, en personas con TGA mediante la
implementacion 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 demostro que los cambios de estilo de vida generaron la mejor

relacion costo-efectividad y una baja incidencia de aparicion de efectos

4
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secundarios adversos. Asi se demuestra en el estudio “Diabetes Prevention
Program”, en el cual se determin6 que cambios en la dieta y la actividad fisica
de los individuos reducen el desarrollo de esta patologia en un 58% de los

casos (Diabetes Prevention Program Research Group, 2002).

1.3. Alimentacion no saludable: dietas ricas en fructosa

Entre los factores ambientales mencionados, la composicion de la dieta
juega un rol fundamental en el desarrollo de la obesidad y la DMT2. Si bien el
efecto adverso mas destacado de la composicion de las dietas se relaciona con
su accion sobre la acumulacion de grasa corporal (Bray y col., 2004; Bray y
Popkin, 1998; Elliot y col., 2002), la sobrecarga de algunos azlcares —
sacarosa 0 fructosa — puede conducir a la IR independientemente del
incremento del aporte calérico y la acumulacion 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 s6lo un
aumento en el consumo total de calorias, sino también un cambio significativo
en el tipo de nutrientes consumidos. Los jarabes de maiz 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 aumento en el periodo 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 contribuiria a la actual
epidemia de obesidad y DMT2 (Bray y col., 2004; Elliott y col., 2002; Gross y
col., 2004).

Esta hipdtesis se sustenta en abundante evidencia experimental. En este
sentido, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la administracion en

forma crénica de fructosa o sacarosa a ratas normales induce en estos animales
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tanto alteraciones metabolicas (hipertrigliceridemia y TGA) como endocrinas
(hiperinsulinemia, hiperleptinemia e IR — con un elevado indice HOMA-IR),
cambios en el metabolismo hepatico de glucidos y lipidos e incremento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), paralelamente con una
disminucion en la expresion 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 plasmatico de triglicéridos (TG), colesterol
y acidos 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 hepatica, con reduccién de la habilidad de la
insulina para inhibir la produccion hepatica 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 cronico 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 inflamacion (Cummings y col., 2010).

A nivel hepético, el consumo de dietas ricas en sacarosa 0 fructosa
produce IR en forma independiente de la obesidad (Ishimoto y col., 2011,
Stanhope y col., 2009) y aun en condiciones de restriccion calérica (Nakagawa
y col., 2006; Roncal-Jimenez y col.,, 2011), asi como también provoca
incremento en el depdsito de lipidos 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 hepética y en el

sindrome metabdlico.

Asi como se demostrd 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
fisico, al menos de forma parcial (Zavaroni y col., 1982). Esto Gltimo podria
deberse a que los intermediarios metabdlicos generados por la sobrecarga de
nutrientes no se acumulan, o bien se emplean en rutas metabolicas alternativas
(Kelley y col., 2004).

Estos resultados demuestran que el aumento en el suministro de
fructosa al higado altera el medioambiente normal postprandial hepatico
(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 acumulacion de
metabolitos intermediarios que actGan como sefiales de tal exceso de
nutrientes en la dieta. Adicionalmente, la absorcion de azucares en exceso a
largo plazo conduciria a la desregulacion del metabolismo lipidico (Kelley y
col.,, 2004) y a la aparicion de un estado de IR, debido en parte a la
desregulacion de las vias de estrés e inflamacion en el higado. Sin embargo, la
magnitud del estrés hepatico inducido por fructosa depende de la
concentracion de la misma y de la duracion de la exposicién a dicha
sobrecarga, como asi también de factores genéticos y biologicos (Bizeau y
col., 2001; Fried y Rao, 2003; Horton y col., 1997; Pagliassotti y Prach, 1995).

1.4. Metabolismo de la fructosa en el higado

La respuesta hepatica a los cambios en la composicién y en la velocidad
de provision de nutrientes se relaciona con su ubicacion anatomica y las
caracteristicas funcionales especificas de este drgano. El higado, a través de la
vena porta, recibe el flujo de aminoacidos y azlcares simples absorbidos asi
como las hormonas pancreaticas y péptidos intestinales o incretinas, con lo
cual su ubicacién anatémica 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 higado (Bantle y
col., 2000; Hallfrisch, 1990), lo cual convierte a este organo en el sitio
primario para su extraccion y metabolismo. En consecuencia, diferentes
autores proponen que la alteracién en la regulacion del metabolismo hepatico
de carbohidratos y lipidos es el cambio mas temprano y con consecuencias
mas significativas sobre la salud generado por el consumo de fructosa (Bizeau
y Pagliassotti, 2005; 2004; Pagliassotti y Horton, 2004). Dicha alteracion
metabdlica seria una de las causas de la IR hepatica (Bezerra y col., 2000;
Blakely y col., 1981), acompafiada de disfuncién inmunometabdlica, con
reaccion inflamatoria e infiltracion grasa (esteatosis) hepatica (Hotamisligil,
2004).

Aunque la glucosa y la fructosa comparten algunas propiedades, son
quimicamente diferentes. Esta variacion a nivel quimico provoca una
absorcion intestinal diferencial hacia la vena porta y una mayor velocidad de
extraccion esplacnica de la fructosa respecto a la glucosa (Samuel, 2011). En
consecuencia, toda la fructosa absorbida se dirige rapidamente hacia el higado,
el cual ademas posee un sistema activo enzimatico o “via 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 accion de este
sistema enzimatico, el 55 (postprandio) al 71% (etapa postabsortiva 0 ayuno)
de la fructosa absorbida permanece en el higado. El remanente circula hacia el
resto de los tejidos en una concentracion plasméatica 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 rapidamente se fosforila a fructosa-
1-fosfato (F-1-P) mediante la accidn de la enzima FQ, tras lo cual se convierte
en gliceraldehido y dihidroxiacetona-fosfato (DHA-P) por accion de la
aldolasa B. A través de esta via enzimatica, la fructosa evita el mayor punto de

control de la glucolisis: la fosforilacion mediante la enzima



Introduccion

fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) (Mayes, 1993; Kelley y col., 2004), tal como se

observa en la Figura 1.

Glucosa

1 Fructosa
GQ l Gl-6-Pasa
G-6-P
I Hexoquinasa FQ
F-6-P
PFK-1 ll F-1,6-Pasa Jy

F-1-P
F-1,6-P

Aldolasa Aasa B
/ I DHA-P \

_3-f .ﬁsa Gliceraldehido

G Trioquinasa |
Piruvato

Figura 1: metabolismo hepatico de glucosa y fructosa

Por otro lado, la F-1-P estimula la absorcion de glucosa en el higado
(Davies y col., 1990; Shiota y col., 1998), por lo que la misma se incrementa
considerablemente en presencia de fructosa. A diferencia de la PFK-1, la FQ
no es inhibida por ATP, y por ende, no esta bajo el severo control energético
propio de la glucdlisis. En este punto debemos enfatizar que las propiedades y
efectos metabdlicos Unicos de la fructosa en el higado dependen de estas dos
propiedades: su rapida captacion por el 6rgano y su canalizacion en las vias
glucolitica y gluconeogénica a nivel de las triosas fosfato y, en consecuencia,
sin enfrentar el paso regulador de la PFK-1 (Mayes, 1993). Adicionalmente, a
diferencia de la glucoquinasa (GQ), la actividad de la FQ no se ve afectada por

accion de la insulina.

Tal como se menciong, la F-1-P se escinde en gliceraldehido y DHA-P

por accion de la aldolasa B. Mientras que la enzima triosa isomerasa convierte
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DHA-P en glicerladehido-3-fosfato (G-3-P), la trioquinasa fosforila el
gliceraldehido y también genera G-3-P. En este paso, el G-3-P entra en la via
glucolitica y genera acetil coenzima A (acetil-CoA), que puede oxidarse en la
mitocondria a través del ciclo de Krebs o bien canalizarse hacia la sintesis de
acidos grasos. Las triosas también contribuyen a la sintesis de lipidos a través
de la provision de glicerol-3-fosfato, el cual sirve como esqueleto para la
sintesis de TG (Fried y Rao, 2003) (Figura 2).

Isomerasa
Piruvato <= €= G-3-P <=— DHA-P
PDH G-3-P DH
Glicerol-3-P
Acetil-CoA
/ \icc
: GPAT ¥
Ciclo de Malonil-CoA —>ACGL—>TG
Krebs
CO: VLDL

Figura 2: metabolismo hepatico de las triosas

Es importante tener en cuenta en este punto que la conversién de
fructosa en triosas fosfato es una via rapida insulinoindependiente debido al
bajo Km de la FQ por su sustrato y por la ausencia de una retroalimentacion
negativa mediante ATP o citrato. Debido a ello, la fructosa incrementa la
provision de sustratos a nivel de triosas fosfato en forma descontrolada a todas

las vias metabdlicas que comienzan en este punto.

La mayor cantidad de triosas fosfato generadas por el metabolismo de
la fructosa se destinan a la sintesis de glucosa y glucogeno a través de la via
gluconeogénica (Koo y col., 2008); sin embargo, tal como se mencion6

anteriormente, los carbonos derivados de la fructosa pueden convertirse en
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precursores de acidos grasos — acetil-CoA — o suministrar glicerol para la
sintesis de TG (Figura 3).

Fructosa

FQ

PFK-1
F-1-P — F-1-6-P

\ Sintesisde Glucégeno

/ glucégeno

Triosas fosfato = Glucélisis == Lactato

/ \ Gluconeogénesis = Glucosa

Esterificacion

Lipogénesis

|

TG, cuerpos cetdénicos

Figura 3: metabolismo hepatico de la fructosa y su contribucién a través de las triosas
fosfato a diferentes vias metabdlicas

Esta capacidad lipogénica de la fructosa lleva al depédsito de TG no
solamente en el tejido adiposo, sino también en el higado, lo cual conduce a la
esteatosis hepatica y eventualmente a la IR y dislipemia. Debido a que el
aumento del metabolismo lipidico esta estrechamente relacionado con la
aparicion de obesidad e IR, se sugirio que el mecanismo por el cual la fructosa
promueve el desarrollo del sindrome metabdlico estd relacionado a su
capacidad lipogénica (Dekker y col., 2010). Esta hipotesis se apoya en un
estudio hecho en humanos a los que se suministré durante 10 semanas una
dieta donde el 25% de las calorias aportadas por carbohidratos se reemplazo

por bebidas ricas en fructosa. En el mismo trabajo se detectd un incremento en
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la lipogénesis hepatica de novo, alteraciones del metabolismo lipidico y

remodelacion de lipoproteinas (Stanhope y col., 2009).

Asimismo, el aumento en el consumo de bebidas ricas en fructosa
durante 8 semanas aumento los niveles de TG plasmaticos en el postprandio y
promovié la acumulacién de grasa abdominal. Este efecto lipogénico de novo
atribuido al incremento de la ingesta de fructosa se registré también en
estudios de una semana de tratamiento, lo cual sugiere que el proceso ocurre

de modo rapido y precoz (Le Kay col., 2009).

La “via de la fructosa” en el higado 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 alcohdlica (NAFLD), la
expresion génica y proteica, asi como la actividad de la enzima FQ — primera
enzima de la via — 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 higado de ratas (Ouyang y col., 2008).

Mientras que el glicerol-3-fosfato actia como esqueleto para la sintesis
de TG, el piruvato podria tener dos destinos metabdlicos: convertirse en
lactato o ingresar a la mitocondria para generar acetil-CoA mediante la accién
del complejo piruvato deshidrogenada (PDH). Carmona y Freedland (1989)
demostraron que una dieta rica en fructosa (DRF) incrementa la incorporacion
de *H,0 a las grasas y, por lo tanto, sugiere la activacion de la PDH. Afios mas
tarde, Park y col. (1992) demostraron que la ingesta crénica de fructosa
incrementa la forma activa (desfosforilada) de la mencionada enzima. Este
cambio se explica por una disminucion 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 podrian 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 infusion de fructosa en forma

conjunta con acidos grasos no esterificados (NEFA) aumenta la esterificacion
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de acidos grasos y secrecion de VLDL, también disminuye la oxidacion de
acidos grasos. La enzima carnitina-palmitoiltransferasa-1 (CPT-1) es la
responsable de la co-regulacion de ambos procesos: sintesis y oxidacion de
acidos grasos, ya que cataliza el transporte de los mismos desde el citosol
hacia la matriz mitocondrial para su subsiguiente oxidacion, mientras que los
acidos grasos que no pueden incorporarse a esta via 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 formacion de malonil-CoA y en consecuencia este efecto podria explicar el
“cambio de vias” desde oxidacion a sintesis de lipidos que induce la ingesta de

fructosa (Figura 4).

Piruvato
*) @) PDH
Glicerol-3-P v
GPAT . — N ACC _ Acetil-CoA
TG 4—\ lipogénesis )
ACGL  +—— Malonil"8gA ‘
| | ) Cuerpos
7 Cetbnicos
VLDL CPT-1 B—oxidacién
NEFA
Ciclo de
Krebs
CO:

Figura 4: metabolismo hepatico de fructosa y contribucion al metabolismo de lipidos

El incremento en TG es generalmente mas pronunciado en pacientes
obesos con IR, mientras que los efectos de la fructosa sobre el metabolismo
lipidico hepatico son mas marcados en condiciones de hiperglucemia. Esto

sugiere que el consumo de fructosa exacerba un estado metabdlico
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desfavorable, especialmente en pacientes con diabetes y con un control

glucémico pobre (Huang y col., 2011).

1.5. Mecanismos moleculares de la IR vy su relacién con el consumo

de fructosa

La insulina es una hormona clave en la homeostasis de la glucosa. Su
mecanismo de accion en los tejidos sensibles a la misma es a través de la
activacion de una cascada de sefiales intracelulares que se desencadena al
unirse la hormona a su receptor. El receptor de insulina (RI) es una proteina
transmembrana con actividad tirosina-quinasa (Czech y col., 1985; Rosen,
1987; White y Kahn, 1986) que posee sitios de fosforilacion en tirosinas,
serinas y treoninas. La fosforilacion de los residuos de tirosina incrementa la
actividad quinasa del receptor, mientras que la fosforilacién 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 transduccion de sefial, estdn reguladas positiva y
negativamente por la fosforilacion en tirosina y serina/treonina,

respectivamente.

A nivel estructural, el Rl consta de dos subunidades a y dos
subunidades . La subunidad o suprime la actividad tirosina quinasa presente
en la subunidad B. Cuando la subunidad o se elimina o modifica por
protedlisis (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 3 se activa constitutivamente.

La union de dos moléculas de insulina a la subunidad a de su receptor
induce autofosforilacion en residuos de tirosina de las subunidades  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 fosforilacion en serina y tirosina y estos ultimos se activan en
respuesta al estimulo con insulina (Sun y col., 1993). Dichas fosforilaciones
hacen que los IRS interaccionen no covalentemente con otras proteinas
intracelulares (Backer y col., 1992; Lavan y col., 1992; Myers y White, 1993),
lo que les permite amplificar la sefial. La interaccién ocurre a través de
dominios especificos de las proteinas blanco llamados dominios SH2 (por la
homologia al producto del oncogen viral src) (Koch y col., 1991; Schlessinger,
1993). Estos dominios se encontraron en mas de 20 tipos diferentes de
proteinas, entre ellas fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa Cy. En la
Figura 5 puede visualizarse la cascada de sefializacion de insulina y algunas de

las acciones que media dicha cascada.

Insulina
Glucosa o
@

=~ Sintesis de
/ \ proteinas

“ ¢ Transporte
Sintesis de
// de glucosa

glucégeno

Figura 5: cascada de sefializacién de insulina

Experimentalmente, se observd que segundos después de inyectar
insulina en ratas y ratones, el IRS1 se fosforilaba en residuos de tirosina y se
unia a PI3K (Folli y col., 1992). La activacion de PI3K estimula la absorcion
de glucosa via la translocacion del transportador de glucosa insulino-sensible
GLUT4 desde el pool intracelular a la membrana plasmatica (Fingar y col.,
1993; Kanai y col., 1993; Okada y col., 1994; Simpson y Cushman, 1986).
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Ratones knock-out para el RI hepatico desarrollan IR, intolerancia a la
glucosa severa y una falla en la supresién de la produccién de glucosa
(Michael y col., 2000). En estos ratones, la infusion de altas dosis de insulina
falla en la supresion de produccion de glucosa, lo cual demuestra que los
efectos directos e indirectos de la hormona requieren que su via de
sefializacion se encuentre intacta (Fisher y Kahn, 2003). Otro estudio
demuestra que IRS2 es necesario para la accion eficiente de la insulina en el
higado (Dong y col., 2006).

En modelos animales de DMT2 como los ratones ob/ob, hay evidencia
sobre alteraciones tempranas en la cascada de sefializacion 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 disminucién del 50% en la fosforilacion del Rl y un 80% en el IRS1 en
ratones obesos diabéticos. Este hecho se asocia a una disminucion 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 fosforilacion en serina de IRS1, disminucion en la
fosforilacion en tirosina de IRS1 e IRS2, en la asociacién de ambos con la
subunidad p85 de PI3K, la actividad de PI3K y la fosforilacion de Akt (Weiy
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 fosforilacion en tirosina de IRS1 y la supresion de
liberacion de glucosa inducidas por insulina estan 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

fosforilacion del residuo Serina 307 (Ser*”’

) del IRS1 en presencia 0 ausencia
de insulina y una reduccion en la fosforilacion en tirosina de IRS1 e IRS2 en

presencia de insulina (Wei y col., 2005).
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Entre las proteinas fosfatasas que pueden atenuar la sefializacion de la
insulina se encuentran la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y la proteina
quinasa activada por mitogenos (MAPK), JNK. La PTP1B regula
negativamente la fosforilacion en tirosina del RI y de las proteinas IRS (Gum
y col.,, 2003; Zinker y col., 2002). La JNK también interfiere en pasos
tempranos de la cascada de sefializacion de la insulina, en parte, al fosforilar
Ser® en IRS1 (Aguirre y col., 2002; Hirosumi y col., 2002). La actividad de
JNK se encuentra incrementada en higados 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 expresion proteica de
PTP1B a nivel hepatico (Taghibiglou y col., 2002).

Debido a que alteraciones similares se manifiestan en diversos modelos
animales de DMT2, se sugiere que dichas alteraciones son adquiridas méas que
genéticas. En estudios en humanos, se observaron defectos en la actividad
quinasa del RI en pacientes con DMT2 (Arner y col., 1987; Maegawa Yy col.,
1991; Mosthaf y col., 1991). Sin embargo, estos defectos parecerian ser
adquiridos, ya que la mayoria de los pacientes no presentaron mutaciones en el
Rl (Kim y col., 1992; O’Rahilly y col., 1991). En apoyo a esta hipotesis, la
pérdida de peso mejora la alteracién en la funcion y la actividad quinasa del

receptor (Freidenberg y col., 1988).

1.6. Diabetes e inflamacion

La inflamacién de bajo grado que caracteriza a la DMT2 contribuye en
gran medida al desarrollo de esta patologia (Hotamisligil, 2006; Wellen y
Hotamisligil, 2005). Se observd que la expresion de citoguinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral o (TNFa) se incrementa
en modelos de obesidad murinos (ratas fa/fa y ratones ob/ob) y que la
remocion de mediadores de inflamacion o de componentes de la cascada,
como el TNFa, 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) la, 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 vias,
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 demostro en diversos modelos animales que el
TNFa esté 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 patologia puede ser
iniciada por la administracion de fructosa. En dicho estudio, se observo que en
ratones alimentados con fructosa, se halla incrementada la translocacion
intestinal de las endotoxinas bacterianas y de TNFa, lo cual induce esteatosis
hepatica. Dichas alteraciones son atenuadas por la administracion de
antibidticos 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 TNFa, se registrd una disminucion en los marcadores de
inflamacion y en la acumulacion de grasa hepatica luego de la administracion
crénica de fructosa. Estos resultados confirman el rol fundamental de TNFa en
el inicio de NAFLD.

Asimismo, se sugirié que la delecion del receptor de TNFa activaria la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en el higado, provocando la
supresion de la proteina de union a elementos reguladores de esteroles
(SREBP)1c y en consecuencia de la sintasa de 4acidos grasos (FAS),
protegiendo asi contra el desarrollo del higado graso (Kanuri y col., 2011a).
De todos modos, los mecanismos subyacentes y las vias de sefializacion
involucradas no estan dilucidadas completamente y deben ser estudiadas con

mayor profundidad.
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Por otra parte, el TNFo puede inducir la expresion proteica del
inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI) -1 (Kanuri y col., 2011b) vy el
knock-out de PAI-1 previene el inicio de esteatosis inducida por fructosa.
Estos resultados refuerzan el concepto de que TNFa media una fase temprana
del dafio hepatico (Kanuri y col., 2011b). En un estudio piloto, se observo que
pacientes con NAFLD consumen significativamente mas fructosa que los
pacientes controles y presentan un incremento en los niveles plasmaticos de
endotoxinas y PAI-1, asi como también en los niveles de ARNm hepatico de
PAI-1y 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 sefializacion de insulina in vitro, al exponer
células mieloides 32D a TNFa o a elevados niveles de ACGL se estimula la
fosforilacion en serina de IRS1 (Aguirre y col., 2000; Hotamisligil y col.,
1996; Yin y col., 1998). Esta alteracion inhibe asi la cascada de sefializacion y
en consecuencia la accion de la insulina (Aguirre y col., 2002; Hotamisligil y
col., 1996; Paz y col., 1997). La fosforilacion en serina de IRS1 por diversos
factores inflamatorios pareceria ser el evento clave que afecta la sefializacion
del Rl (Wellen y Hotamisligil, 2005).

JNK pertenece a una familia de serina-treonina quinasas activadas en
respuesta a estrés del reticulo endoplasmico, citoquinas y acidos grasos. En su

307 “alterando la accion

forma activa, JNK se asocia a IRS1 y lo fosforila en Ser
de la insulina (Gao y col., 2004; Ozcan y col., 2004). En obesidad, la actividad
de JNK esta incrementada en musculo, higado y tejido adiposo. Como se citd
anteriormente, la perdida 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 modulacion hepatica de JNK1 produce efectos
sistémicos en el metabolismo de glucosa, lo que resalta la importancia de esta

via en el higado (Nakatani y col., 2004).

Por su parte, IKKp (constituyente del complejo inhibidor de Ixf) 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 (NF«f), permitiendo la
activacion de NFxp, factor de transcripcion que estimula la expresion de
varios mediadores inflamatorios como TNFa ¢ IL6 (Shoelson y col., 2003). La
activacion de IKKp en el higado 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 farmacolégico de IKKp se redujeron la ganancia de peso, la
acumulacion de grasa visceral, la infiltracion de macrofagos y la produccion
de citoquinas proinflamatorias. A nivel hepatico, se observo una inhibicion en
la activacion de NF«p, con una disminucion de la respuesta inflamatoria e
incremento en la B-oxidacion de acidos grasos, previniendo asi la esteatosis
hepética, con mejora de la respuesta antioxidante de este érgano (Beraza y
col., 2008).

1.7. Estrés oxidativo y dieta rica en fructosa

Se define al EO como un desbalance en el estado de oxido/reduccion
(redox) que se produce por una deficiencia en el sistema de defensa
antioxidante endodgeno y/o por el aumento en la produccion de ROS
(Padmalayan y col., 2009). En el caso de la DMT2, el EO es un factor
patogénico clave que acelera el inicio y progresion de esta enfermedad
(Baynes, 1991; Cakatay y col., 2000; Luz y col., 2009; Padmalayan y col.,
2009). ElI mismo, en estado cronico, provoca inflamacion y disfuncion

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
vias generadoras de los mismos: B-oxidacion mitocondrial de acidos grasos
(St-Pierre y col., 2002), B-oxidacion peroxisomal de &cidos grasos por la acil-
coenzima A oxidasa (Osmundsen y col., 1991), w-oxidacion microsomal de
acidos grasos por el citocromo P450 2E1 (Chitturi y Farrell, 2001), glucolisis,
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ciclo de Krebs y la reduccion del oxigeno por el complejo NAD(P)H-oxidasa
(Krieger-Brauer y Kather, 1992) (Figura 6).

Los sistemas antioxidantes presentes en una celula pueden ser
enzimaticos (catalasa, superoxido dismutasa [SOD], glutation peroxidasa
[GPx]) (Nordberg y Arner, 2001) y no enzimaticos (niveles plasmaticos de
tocoferoles, vitamina E, contenido celular de glutation reducido [GSH]). Estos
sistemas se activan en respuesta a una produccion elevada de ROS con el fin
de neutralizarlos y, por lo tanto, evitan que los ROS dafien otras moléculas.
Pero por otro lado, la acumulacién de ROS podria ser interpretada por la
célula como un desbalance entre la disponibilidad de sustratos y su capacidad
oxidativa. En este contexto, y como reaccion adaptativa, la célula podria
responder con una disminucion en la sefial de insulina y como consecuencia,
disminucion en la absorcion de glucosa, estableciendo asi una posible relacion
entre EO e IR (Evans y col., 2002).
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Figura 6: Sitios de produccién de ROS y sistema de defensa antioxidante

Ademas del dafio directo ocasionado por los ROS en las células por

oxidacion de ADN, proteinas y lipidos, existe un dafio indirecto debido a la
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activacion de una variedad de cascadas de sefiales intracelulares sensibles al
estres: NFkB, p38 MAPK y JNK/SAPK. Esta activacion resulta en un
incremento en la expresion de genes que juegan un rol importante en la
etiologia de las complicaciones tardias de la diabetes. Observaciones in vivo e
in vitro sugieren que la activacion de diferentes cascadas de sefiales de estrés
resultan en IR y secrecion de insulina alterada. Un mecanismo para explicar
este comportamiento implicaria la fosforilacion de mdaltiples blancos
incluyendo el RI y las proteinas IRS. Como se menciond anteriormente, la
fosforilacion en serina del IRS reduce su habilidad de sufrir fosforilacién en
tirosina y aceleraria su degradacion, lo que aportaria las bases moleculares de
la IR inducida por EO (Newsholme y col., 2007).

Existe fuerte evidencia de que los cambios en las sefiales intracelulares
inducidos por EO resultan en inflamacion cronica 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 TNFo y ACGL. La dieta rica en grasas promueve el EO
potencialmente mediante el incremento de la expresion de genes implicados en
la produccidon de ROS en el higado y tejido adiposo (Matsuzawa-Nagata y
col., 2008). Bloch-Damti y col. (2006), observaron que el EO aumenta la
fosforilaciéon 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 induciria un estado de higado graso que podria conllevar al
desarrollo de NAFLD. Segun Assy y col. (2008), el consumo de bebidas ricas
en fructosa es el factor de riesgo méas frecuente para la infiltracién grasa del
higado en pacientes sin otros factores de riesgo cardiovascular clasicos
(diabetes, obesidad, hiperlipidemia o hipertension). Sin embargo, ain en
condiciones de lipogénesis de novo aumentada, la esteatosis hepatica ocurriria
solo si el almacenamiento de lipidos aumenta debido a una exportacion

anormal de los mismos fuera del hepatocito o si existe una utilizacion menor
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via disminucion de la p-oxidacion de acidos grasos. Esto sugiere la
participacion de otros mecanismos en el efecto deletéreo de la fructosa sobre

el higado (Spruss y Bergheim, 2009).

Abundante evidencia experimental demuestra que dietas con fructosa
provocan EO en diversos 6rganos (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 administracién de
una DRF durante tres semanas induce en ratas normales un aumento de
marcadores de EO y una disminucion de la expresion y actividad de enzimas

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

Este incremento en la formacion de ROS podria ser un contribuyente
importante a la génesis del dafio metabdlico hepético, la IR del hepatocito, la
respuesta inflamatoria local, la disfuncion del islote pancreético y el desarrollo
de DMT2 tanto en roedores (Evans y col., 2003; 2005) como en humanos
(Farrell y col., 2008). En apoyo a esta hipotesis, recientemente se demostro
que la via de sefalizacion inflamatoria se puede activar por estresores
metabdlicos tanto intracelulares como extracelulares (Wellen y Hotamisligil,
2005). Adicionalmente se demostrd en modelos de obesidad que la produccion
aumentada de ROS activa la via inflamatoria (Furukawa y col., 2004; Lin y
col., 2005). Finalmente se determind que varias citoquinas proinflamatorias
estan criticamente involucradas tanto en la IR (Tilg y Moschen, 2008) como

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

Sin embargo, es aun una incognita como la produccién elevada de ROS
conduce a un estado de IR in vivo. Se sugirio que el incremento en la
expresion de genes involucrados en la produccién de ROS ocurre antes del
inicio de la IR y la obesidad en tejido adiposo e higado (Matsuzawa-Nagata y
col., 2008).
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1.8. Acido lipoico v dieta rica en fructosa

Si la hipotesis del efecto nocivo del EO sobre la célula y su posible
posicion troncal en el desarrollo de las alteraciones asociadas (cambios
metabolicos, IR e inflamacion) fuese correcta, es posible que la administracion
de una sustancia capaz de reducir el EO in vivo pueda disminuir la progresion

del dafio celular en el tratamiento clinico de la diabetes.

Numerosos trabajos demostraron que diferentes compuestos
(probidticos, timosina alfa-1, antibioticos, captopril, bezafibratos,
oligofructosa, fenofibratos) administrados conjuntamente con la DRF ejercen
simultaneamente un efecto protector sobre el dafio 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 mayoria de ellos la intervencion no estuvo dirigida ni a
modificar el metabolismo de la fructosa ni el sistema oxidante/antioxidante
hepaticos. En consecuencia, la evidencia experimental disponible tan soélo
sugiere que la fructosa participaria en la patogénesis de NAFLD, pero no hay

estudios especificos que hayan demostrado esta relacion.

En este sentido, se demostré que la administracion de acido a-lipoico
(AL) -4cido 1,2, dithiolano-3-pentanoico- reduce el EO consecuente con la
administracion de una DRF (Thirunavukkarasu y col., 2003) e incluso mejora
la IR sistémica (Thirunavukkarasu y Anuradha, 2004). El a-AL es un
antioxidante mitocondrial que se encuentra en células animales y vegetales. Se
absorbe facilmente a nivel intestinal y desde alli se transporta por el torrente
sanguineo a otros tejidos donde se absorbe a nivel celular (Figura 7). En el
interior de la célula se convierte a su forma reducida, el &cido dihidrolipoico
(Cakatay y col., 2000).
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OH
g—S

Figura 7: estructura molecular del a-AL

El bajo potencial redox del par conjugado AL/acido dihidrolipoico (-
0,29 V) lo convierte en un poderoso agente reductor, al compararlo con el par
conjugado glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG). Esto indica que
el acido dihidrolipoico es un agente reductor mas potente que el GSH
(Jocelyn, 1967).

A su vez, su naturaleza hidrofdbica le permite transportarse facilmente
a través de las membranas bioldgicas, mientras que su naturaleza diti6lica 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 acido 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 a-AL (10-100 puM) 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 a-AL y del acido dihidrolipoico también
podemos citar su capacidad para secuestrar metales como Cu?*, Fe** (Scott y
col., 1994), Mn®*, Zn?** y Cd?* (Sigel y col., 1978).

Asimismo, el a-AL actia como cofactor de complejos enzimaticos

mitocondriales que participan en el metabolismo oxidativo tales como a-
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cetodeshidrogenasas (complejos piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato
deshidrogenasa) y sistema de clivaje de glicina (Reed, 1998; Shay y col.,
2009; Wollin y Jones, 2003). Los primeros estan involucrados en la oxidacion
de piruvato, el ciclo del &cido citrico y la degradacion y sintesis de
aminoacidos, mientras que el segundo es un complejo multienzimatico
especifico de la matriz mitocondrial de los hepatocitos que cataliza la

oxidacion de glicina.

Estudios clinicos demostraron que el o-AL suministrado en dosis de
600 mg/dia reduce los niveles plasmaticos de lipidos peroxidados (Borcea y
col., 1999), mejora el metabolismo de glucosa, previene la glicacién 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 prevencion, 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), asi como en neuropatia diabética (Packer y col.,
2001) debido a su accién antioxidante y también al mejorar la circulacion en
los pequefios vasos sanguineos 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 fisico (Khanna y col., 1999).

El AL se sintetiza de forma enddgena a partir de acido octanoico por
accion de la acido lipoico sintetasa (LASY), cuya localizacion principal es la
mitocondria (Morikawa y col., 2001). Es importante destacar que la expresion
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 enddgenos de AL. Este hecho podria provocar un desbalance redox v,
en consecuencia, inflamacion y disfuncién mitocondrial, dos caracteristicas de
la diabetes (Padmalayan y col., 2009). Por otro lado, la exposicion de células a

citoquinas proinflamatorias (TNFa) 0 a altas concentraciones de glucosa
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inducen una disminucién en los niveles de ARNm de LASY (Padmalayan y
col., 2009).

La suplementacion exdgena de o-AL es capaz de restituir totalmente la
actividad de SOD, catalasa, glutation reductasa (GR) y GPx de un modo dosis
dependiente (Padmalayan y col., 2009; Thirunavukkarasu y col., 2004). A su
vez, induce la expresion de LASY, hecho que sugiere que la administracion
exogena de a-AL promueve su sintesis endogena (Maritim y col., 2003a;

Padmalayan y col., 2009).

Diversas investigaciones emplean distintas dosis de a-AL, que van
desde 10 a 100 mg/kg corporal en animales de experimentacion en estudios de
diabetes, sin reportar efectos toxicos (Maritim y col., 2003b). Luego de 4
horas de administraciébn oral o intraperitoneal de o-AL marcado
radioactivamente, la maxima radioactividad se observo en el higado, y a las 24
horas posteriores, en musculo esquelético (Harrison y McCormick, 1974), lo
cual demuestra que el higado tiene una gran capacidad para absorber y

acumular a-AL.

Entre los efectos beneficiosos detectados a este nivel se pueden citar:
reduccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) hepaticas
(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 absorcion 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 translocacion a la membrana plasméatica de los
transportadores GLUT-1 y GLUT-4 (Estrada y col., 1996), con mejora de los
niveles plasmaticos de glucosa e insulina (Henriksen, 2006; Huong e Ide,
2008; Thirunavukkarasu y col., 2004).

Se han registrado ademas, otros efectos del a-AL, como reduccion de la
expresion genica del factor de transcripcion SREBP 1c (responsable de la

regulacion de la expresion génica de enzimas lipogénicas) (Horton y col.,

27



Introduccion

2002) y de la expresion génica y actividad enzimatica de FAS (Huong e Ide,
2008; Lee y col., 2006a), disminucién dosis dependiente de los niveles
plasmaticos de TG y NEFA (Thirunavukkarasu y col., 2004) y del contenido
hepatico 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 a-AL es la disminucion de la lipogénesis hepatica,

reduciendo asi la acumulacion de lipidos a nivel tisular y plasmatico.

Por otro lado, el tratamiento con a-AL en ratas diabéticas Goto-
Kakizaki reduce el contenido de proteinas carboniladas y mejora la actividad
de enzimas del sistema de defensa antioxidante como SOD, glutation S-
transferasa y NAD(P)H quinona oxidoreductasa 1 (Hao y col.,, 2011).
Asimismo, se ha registrado que la administraciéon de oa-AL retrasa el inicio de
la diabetes en ratas UCD-T2M (Cummings y col., 2010).

En resumen, la administracion de a-AL normalizaria el medioambiente
metabdlico en respuesta al aumento del depdsito de glucosa. De este modo,
atenuaria o inhibiria aquellas complicaciones de la DMT2 relacionadas con la
presencia de ROS vy la glicosilaciéon de proteinas (Ziegler y col., 1999). Por
ello, la administracion exogena de a-AL seria una alternativa terapéutica para
el tratamiento de esta patologia, particularmente en estadios tempranos de su

desarrollo.
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1.9. Hipdtesis de trabajo vy objetivos

La administracion de una DRF a ratas normales induce rapidamente
alteraciones metabolicas (hipertrigliceridemia y TGA), endocrinas (IR,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia), cambios en el metabolismo hepético de
glucidos vy lipidos e incremento de la produccion de ROS (Alzamendi y col.,
2009; Castro y col., 2011; Francini y col., 2009; 2010; Rebolledo y col.,
2008). Nuestra hipotesis de trabajo es que el higado afronta inicialmente la
sobrecarga metabdlica inducida por una DRF, la cual genera un estado de EO.
La secuencia patogénica propuesta seria: el aporte exagerado de fructosa al
higado promoveria un estado de EO a nivel local; el EO induciria cambios
metabdlicos tendientes a disminuir el flujo de sustratos oxidables hacia la
mitocondria y el consecuente EO, y una respuesta adaptativa inmuno-
metabdlica a dicha injuria. Si la secuencia de eventos causales postulada fuese
correcta, los cambios descriptos serian secuenciales (EO->cambios
metabdlicos—>cambios inflamatorios) y la administracion de un agente capaz

de reducir el EO podria revertirlos.

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

fueron:

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

de una DRF que simule lo ocurrido a nivel poblacional;

b) estudiar en ese modelo la IR, el grado de EO, marcadores de
inflamacién y mecanismos involucrados en la adaptacion metabolica
hepética frente a la sobrecarga de fructosa y a los cambios hormonales

generados;

c) verificar la posible remision del EO, la IR y los cambios
metabdlicos, endocrinos e inflamatorios hepaticos mediante la

administracion de a-AL.
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Los objetivos especificos fueron estudiar en el higado de ratas
normales control (C) y con IR y TGA inducida por administracién de DRF (F)
y luego de la administracion de a-AL (CL y FL):

a) niveles circulantes de glucosa, TG, TBARS e insulina;
b) tolerancia a la glucosa (administrada por via oral);

c) marcadores de EO tales como el grado de peroxidacion lipidica
(TBARS), contenido de GSH, de carbonilos en proteinas y cambios en la
expresion genica, contenido proteico y actividad de enzimas antioxidantes
(catalasa, SOD y GR);

d) marcadores de inflamacion tales como expresion génica y proteica

de TNFa, IkBo,, NFKB y COX2;

e) niveles de expresion proteica y estado de fosforilacion del R1 'y de

mediadores intracelulares de insulina (IRS1, IRS2 y PI13K);

f) expresion génica, contenido proteico, distribucion celular vy
actividad de GQ;

g) expresion génica y proteica de PFK-2 y su papel modulador de la
actividad de GQ;

h) canalizacion preferencial de la glucosa hacia diferentes vias
metabdlicas (glucogenogénesis, glucdlisis, ciclo fatil de la glucosa y via de las

pentosas, depdsito hepatico de TG).
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2.1. Reactivos empleados

a-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 I, Platinum
Taq DNA Polymerasa y cebadores de Invitrogen, EE.UU.; SYBG Green de
Molecular Probes, EE.UU.; membranas de PVDF, estandar de peso molecular
de proteinas Precision Plus Protein Standards y Bio-Rad protein assay de Bio-
rad Laboratories, EE.UU.; Tween 20 de Promega Corporation, EE.UU.;
mercaptoetanol de J.T. Baker, Japon. Procedencia de los anticuerpos 1°: 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-superoxido 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-glutation reductasa
(anti-GR), anti-fructoquinasa (anti-FQ), anti-IxBa, anti-p22°" anti-receptor
de peroxisomas activado por proliferacion alpha (anti-PPARa) , anti-receptor
de peroxisomas activado por proliferacion gamma (anti-PPARY), anti-receptor
de peroxisomas activado por proliferacion delta (anti-PPARS), anti-superdxido
dismutasa 2 (anti-SOD2), anti-factor de necrosis tumoral alpha (anti-TNFa),
anti-proteina desacoplante mitocondrial 2 (anti-UCP2), anti-receptor de
insulina subunidad B (anti-RI) y anti-fosfo-Tirosina (anti-pTyr) de Santa Cruz
Biotechnology, EE.UU. Procedencia de los anticuerpos 2°: anti-cabra, anti-
cabra peroxidasa-conjugado, anti-oveja, anti-conejo, anti-conejo peroxidasa-
conjugado y anti-raton 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 dias divididas en 4
grupos experimentales: C:

dieta comercial estandar y

agua corriente ad libitum; CL:
tratamiento igual al anterior mas inyeccion intraperitoneal de a-AL (35 mg/kg
peso corporal/dia), durante los ultimos 5 dias de tratamiento; F: dieta
comercial estandar con el agregado de fructosa al 10% en el agua de bebida; y
FL: tratamiento igual al anterior mas inyeccion intraperitoneal de a-AL (35
mg/kg peso corporal/dia) durante los ultimos 5 dias de tratamiento. La dosis
de a-AL asi como la via de aplicacién y el tiempo de tratamiento se eligieron
después de ensayar diferentes condiciones. Se selecciond aquella dosis y via
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 registro semanalmente el peso corporal y
la ingesta de comida, mientras que el control de bebida se realiz6 3 veces por

Semana.

Transcurridos los 21 dias de tratamiento, los animales se anestesiaron
por inhalacion con isofluorano y se tomaron muestras de sangre del plexo
retroorbitario. Luego se sacrificaron por dislocacion cervical y se tomaron
muestras de higado, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta el momento

de su procesamiento.
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2.3. Determinacion de parametros séricos

Para la obtencién de suero, las muestras de sangre se centrifugaron a
5000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se determinaron los siguientes

parametros:

m Glucemia: se midio 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.

m Insulinemia: la insulina se determind por radioinmunoanalisis
(Herbert y col., 1965) utilizando el anticuerpo anti-insulina y un estandar de
insulina de rata (Kit de Linco Research Inc., IN, EE.UU.). Los valores se

expresaron como ng insulina/ml suero.

m TBARS séricos: se siguib el protocolo propuesto por Yagi (1976). A
150 pl de plasma se adicionaron 350 ul de agua destilada. A 500 ul de dicha
solucion se adicionaron 4 ml de H,SO, 0,08 N y 500 ul de acido
fosfotingstico al 10%. Se agitd y dejo reposar a temperatura ambiente durante
5 minutos, luego se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Se resuspendio
el pellet en 4 ml de agua destilada y se adicion6 1 ml de &cido tiobarbitdrico al
0,70% en agua destilada:acido acético glacial (1:1). Se calentaron las muestras
a 95°C durante 60 minutos. Luego se dejé enfriar y se adicionaron 3 ml de
butanol, se agitd y centrifug6 a 3000 rpm durante 10 minutos. Se transfirio la
capa organica a un nuevo tubo y se midié por espectrofotometro a 535 nm.

Los resultados se expresaron en picomoles/mg proteinas séricas.

m Trigliceridemia: se midié mediante un método enzimatico (kit TG
Color GPO/PAP AA,; Laboratorios Wiener, Argentina).

Fundamento del método:

Lipoprotein lipasa
| [ C T —— -> glicerol + acidos grasos
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Glicerol quinasa
Glicerol + ATP -------------m-m---- -> glicerol-1-P + ADP

Glicerol fosfato oxidasa

Glicerol-1-P + O, ------------------ - H,0, + DHA-P
Peroxidasa
2H,0, + 4-aminofenazona + clorofenol ----------- -> quinonimina roja

A 10 pl de suero se agregé 1 ml de reactivo de trabajo. La mezcla se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se midié la absorbancia por
espectrofotometria a 505 nm. La trigliceridemia se calculd en relacién al
estandar provisto en el kit aplicando la siguiente férmula: (absorbancia de la
muestra corregida con el blanco x 2 g/l)/absorbancia del estandar. Los valores

se expresaron como mg de TG/dl de suero.

m ALT: se determindé empleando el kit Alanina aminotransferasa
ALT/GPT (Biosystems S.A., Espafia). La ALT cataliza la transferencia del
grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato, formando piruvato y glutamato.
La concentracion catalitica se determina empleando la reaccién acoplada de la

LDH a partir de la velocidad de desaparicion 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/Il, pH 7,3) se agregé 1 ml de reactivo B
(NADH 1,3 mM, 2-oxoglutarato 75 mM, NaOH 148 mM y azida sodica 9,5
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g/l). Un ml de esta mezcla se incub6é con 50 ul de suero a 37°C durante 1
minuto y se midio la absorbancia a 340 nm cada 3 minutos. La concentracion
de ALT se calcul6 segun la siguiente formula: (variacion de la absorbancia por
minuto x volumen total de la reaccién x 10°%)/ (coeficiente de absorcion 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/I de suero.

m AST: se determin6 con el kit Aspartato aminotransferasa AST/GPT
(Biosystems S.A., Espafia). La AST cataliza la transferencia del grupo amino
del aspartato al 2-oxoglutarato, formando oxalacetato y glutamato. La
concentracion catalitica se determina empleando la reaccion acoplada de la
MDH a partir de la velocidad de desaparicion del NADH medido a 340 nm.

Fundamento del método:

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/, lactato deshidrogenasa > 660 U/l, NaOH
255 mM, pH 7,8) se agregd6 1 ml de reactivo B (NADH 1,3 mM, 2-
oxoglutarato 75 mM, NaOH 148 mM y azida sodica 9,5 g/lI). Los resultados se

expresaron como U de AST/I de suero.

m Modelo de determinacion homeostatico de IR (HOMA-IR): este
indice de sensibilidad a la insulina se calcula empleando los valores obtenidos
de glucemia e insulinemia, aplicando la siguiente formula: insulinemia
(LU/ml) x glucemia (nmol/l)/ 22,5. Relacionado con este indice también se
calcul6 la funciéon B (HOMA-PB) a partir de la formula: insulinemia (pU/ml) x
20 / glucemia (nmol/l) — 3,5 (Matthwes y col., 1985).

36



Materiales y métodos

m Indice de sensibilidad hepdtica a la insulina (ISHI): este indice se
determina empleando los valores obtenidos de glucemia e insulinemia y
aplicando la siguiente férmula: k/glucemia plasmatica de ayuno x insulina
plasmatica 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 suministré por via oral 1,1 g glucosa por kg de
peso corporal (en solucion 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 determind la glucemia por el método previamente descripto. Con
los valores obtenidos se calcularon las correspondientes areas bajo la curva

empleando el programa Origin Pro 7.5.

2.5. Expresion génica mediante PCR en tiempo real (QPCR)

Para la determinacion de expresion génica se aislo6 ARN total de
muestras de higado utilizando el reactivo TRIzol segun el método de
Chomczynsky y Sacchi (1987). Para ello se emplearon trozos de higado (100-
150 mg) a los cuales se adiciond 1 ml de TRIzol en tubos plasticos 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 incubé 5 minutos a temperatura ambiente y se le
agregaron 200 pl de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1 viv).
Tras 3 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000
rpm durante 15 minutos a 4°C. Al sobrenadante obtenido se le adicionaron
500 pl de isopropanol frio y la mezcla se incubd 10 minutos a temperatura

ambiente y luego a -20°C por 16 horas. Posteriormente, las muestras se
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centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos, a 4 °C. Al precipitado obtenido
se le adicion6 1 ml de etanol 75% para el lavado del mismo. La mezcla se
centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos a 4°C y el ARN resultante
(precipitado) se resuspendio en 50 pl de agua con DEPC y se congel6 a -80°C

hasta su utilizacion.

La integridad del ARN obtenido se verifico mediante electroforesis en
gel desnaturalizante de agarosa 1%-formaldehido 5%, verificandose la
presencia de las bandas correspondientes al ARNr de 28S y 18S (Figura 8).
Para determinar la concentracién y pureza del mismo se midié la absorbancia
de las muestras a 260 nm/280 nm en un espectrofotometro Shimadzu. La
lectura de una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una
concentracion de ARN de 0,04 pg/ul, por lo que su concentracion en la
muestra se determina empleando la siguiente formula: ARN muestra = Abs260
x dilucion x 0,04 pg/ul.

La relacion de absorbancias a 260/280 nm también es un indicador de
pureza del ARN. Valores entre 1,6 y 2 para esta relacion indican ARN libre de
contaminacion con proteinas o restos de fenol de los reactivos de extraccion.

Valores mayores indican contaminacion con sales.

Figura 8: A: electroforesis de ARN ribosémico 28S y 18S. B: electroforesis correspondiente
al amplicon de B actina y un estandar de peso molecular como referencia
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A partir del ARN total aislado se obtuvo el ADNc mediante
retrotranscripcion  (RT-PCR) utilizando la enzima retrotranscriptasa
SuperScript I1l. La eficiencia de este proceso se verificO mediante PCR
convencional utilizando cebadores para B-actina (amplicon de 138 pb). La
visualizacion de la correspondiente banda se efectu6 sometiendo el producto
de la reaccion a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Figura 8).

El ADNc se empled para la cuantificacion del ARNm mediante gPCR
(Mini Opticon real-time PCR detection system, Bio-Rad Laboratories,
EE.UU.), usando cebadores especificos para cada gen en estudio (360 nM
concentracion final), Platinum Tag DNA Polymerasa y SYBG Green como
fluoréforo. Dicha sustancia es un reactivo con la capacidad del unirse al ADN

doble hebra y por lo tanto Gtil para la cuantificacion del mismo.

Los cebadores empleados se disefiaron usando las secuencias de
referencia presentes en la base de datos de GenBank. En la siguiente tabla se
detallan los nimeros de identificacién de dichas secuencias y los cebadores

disefiados.

Tabla 1: secuencias de cebadores empleados en qPCR. Se detalla el nimero de secuencia de
GenBank gue se empled para su disefio

Numero de

Gen identificacion Secuencias
en GenBank
. FW 5°-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’

p actina NM_031144.2° v 5-CGATAGTGATGACCTGACCGT-3’
FW 5-CCTCAGAAACCCGATGTCCTG-3’

Catalasa NM_012520.1 1V 5-GTCAAAGTGTGCCATCTCGTCG-3’
FW 5-CAGATGCGGGACATGTTTGA-3’

ChREBP  NM_1335521  ©y 5 AATAAAGGTCGGATGAGGATGCT-3’
FW 5-GGGCGGTACTTCAAGGTCTGG-3’

CPT-1 NM_031559.2 ¢y 5.GTCTGCCGACACTTTGCCCA-3’
FW 5°-GTCTGCAGCTACCCACCCGTG-3’

FAS NM_0173321 " Ry 5°-CTTCTCCAGGGTGGGGACCAG -3'

o NM 0318553 FW 5-ACGGATCGCAGGTGCCTAT-3

RV 5’-AGCACAGTGCAGGAGTTGGA-3’

FW 5’-GATCGCTGACCTCAGGAACGC-3’

Gl-6-Pasa  NM_013098.2 oy 5. AGAGGCACGGAGCTGTTGCTG-3’
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FW 5’-TTCCGGGATGGCCTTCTAC-3”

Gl-6-PDH ~ NM_0170062  py 5. TTTGCGGATGTCATCCACTGT-3’
T Wy
onr wwonmus Y SACEROCCTICOtANER
6Q NM_OI25651 U 2 SO ATGOARGOGTTOTTG S
T
o wsomzz DY ARG
T
R wsones [N S TECCRCTCAGECCAREACY
FETT R G
o s Do eCe
s Y S ASOSTCETTCETC
s [ CACeOGCC e
ok s FY IeCeECAGOMG SO
T e
e EYIACEOCACE TR
oo S ACCTeTeTEEACCTIeCR
s o Y S MCANOAGCEIEACTG
s soniswan 1Y S AICOAEC AT ToCT
oo o S STeCAGSSCETEATCACTTC
e wasms N S ICTCOTOGAO0CCTS
M oy S SSECA A
Ucro NM 0193502 W 5-GAGAGTCAAGGGCTAGCGC-3

RV 5’-GATGCCTGCATGCTCTGAG-3’
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El programa estandar utilizado para la cuantificacion de la expresion
génica fue: 3° a 95°C, 39 ciclos de (30" a 95°C, 45 a 65°C, 30>’ a 72°C) y
10> a 72°C. En algunos casos se realizaron algunas modificaciones para
mejorar la eficiencia de amplificacion. En la Figura 9 se pueden observar dos

curvas de amplificacion correspondientes a dos genes distintos.

Los datos se muestran como expresion relativa luego de su
normalizacién respecto al gen de referencia B actina empleando el software
Qgene96 y LineRegPCR (Muller y col., 2002).

Amplificacion

D|4 T T -| ................. | .......... LEErEr 1- .......... T F o

':'.3‘- ................. L S /N _

Enlz_ ................. R e .

O e ...................................
0 10 20 30 40
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Figura 9: curvas de amplificacion de dos genes distintos en qPCR, medidas por
fluorescencia. RFU: unidades relativas de fluorescencia

La especificidad de los cebadores empleados se verifico mediante la
realizacion de las curvas de fusion (“melting”) de los productos amplificados
correspondientes a la gPCR previamente descripta. Dichas curvas se
obtuvieron calentando la muestra desde 55°C a 95°C y registrando la
fluorescencia cada 0,5°C. El incremento de la temperatura genera la ruptura o
desnaturalizacién de la estructura de la doble hebra de ADN y en esas
condiciones varia la intensidad de la fluorescencia emitida por el fluoroforo

SYBR Green I. Si se grafica la variacion de intensidad en funcion de la
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temperatura obtenemos un registro, donde la presencia de un pico corresponde
a la temperatura de fusion del fragmento. La presencia de mas de un pico
implica la presencia de mas de un producto de amplificacion y por lo tanto
inespecificidad de los cebadores empleados. En la Figura 10 se presentan dos

curvas de fusion pertenecientes a dos amplicones diferentes.

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

2.6. Expresion proteica mediante Western blot

Las muestras de higado se homogeneizaron en buffer PBS 1, en relacion

tejido/buffer 1+3. Dicho buffer tiene la siguiente composicion:
Sales: NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH,HPO42 mM
Inhibidores: PMSF 0,1 mM

Benzamidina 0,1 mM
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DTT 2 mM
Aprotinina 4 pg/ml

Sacarosa 0,3 M

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 5
minutos a 4°C. La concentracion proteica del sobrenadante se midié segun
Bradford (1976) empleando el reactivo Biorad protein assay. Las muestras se

congelaron a -80°C, hasta el momento de uso.

Para continuar el proceso, a cada muestra se le adiciono buffer Laemmli
con P mercaptoetanol en relacion 1:1 y se calentd a 95°C durante 10 minutos
(para desnaturalizar las proteinas). Luego se sembraron en geles de
poliacrilamida de diferente densidad, de acuerdo al peso molecular de la

proteina en estudio.

Una vez realizada la siembra de las muestras, se sometieron a
electroforesis en gel (20 mA constante). Finalizada la misma, las proteinas se
transfirieron por el sistema de transferencia semi-himeda 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 acidos
grasos al 10% en buffer TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5) con Tween
20 0,1% durante 16 horas a 4°C, con el objeto de bloquear los sitios

inespecificos en la membrana.

Finalizado el bloqueo las membranas se lavaron (3 lavados de 10
minutos cada uno) con TBS-Tween 20 0,1% Yy 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% Yy luego se incubaron con el anticuerpo
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secundario correspondiente, preparado segun fue detallado para el anticuerpo

primario.

Tras realizar tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween 20
0,1%, se efectud el revelado de la muestra y en consecuencia de la proteina
correspondiente utilizando 10 mg de DAB diluida en 20 ml de TBS, 10 pl de
NiCl, 10% y 15 ul de H,0, 30% (v/v) (Figura 11). La reaccién se detuvo con
agua destilada. En los casos especificados el revelado se efectu6 mediante
ECL, empleando el kit Amersham™ ECL™ Western blotting analysis system
(GE Healthcare, UK).

-
—

Figura 11: imagen de un Western blot revelado con DAB. A la izquierda se observa
estandar 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 proteina a
detectar, la cantidad de proteina sembrada (ug prot), la densidad del gel (%),
los anticuerpos empleados, las diluciones de uso, tiempos de incubacién (T) en
minutos (m) u horas (h) y el tipo de revelado (R) para cada proteina en

particular.

Las incubaciones de 16 horas con anticuerpos primarios se realizaron a

4°C. 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

Proteina pg Gel Anticuerpo T Anticuerpo T

(PM kDa) prot % 1° (h) 2° (m) R
Gl g AEmm o, w0 oas
s AIEOE o Amende e el
B ows A A g o
((czs(()?) 20 10 Alngogg 1,5 Areltsit_r%\éa?/iﬁ?zn%(-)()/ 28 DAB
per_OX|da§a 1..2000
(%SR) 100 10 ATESR 25 Antels_tcr(;gg\)/i;}ig()()/ 28 DAB
peroxidasa 1:2000
I(]ZL%(; 50 10 Agtllol(;(g ’ 16 pero’i\?cggscs 238000 60 ECL
@9 P ¢ “lane B peoxdmarzoooo 0 ECH
g 0 ¢ “Tae 1 peridmarzoco  ©  ECH
T 2 0 e 2 gk 60 DAB
p%ZZ;"X 100125 Antil-:gggph"x 2,5 pergi](t:iia:l(s:gnl?jl%-ooo N0 DAB
@ 0 5 T 15 pemideerdo O ECH
ey 10 10 TGN 1 eoddmatzono 9 ECH
Pl()fgl){Y 150 10 Antiliop(? o 16 per(ﬁ(ril(tjiz;ggnl?jzcgooo 60 ECL
oo, 0 10 LI 1 idmeizoo 0 EC
(9RE:) 50 10 ’i\nzttl)(i)l 16 pergi]gég;nﬁjz%_ooo 60 ECL
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SOD1 Anti-SOD1 Anti-conejo-

(30) 100125 1:3000 3 peroxidasa 1:10000 60 DAB
. Anti-conejo 1:1000/
885'3)2 50 125 Anlt_'iggom 15  estreptavidina- gg DAB
' peroxidasa 1:2000
TNFa Anti- TNFa Anti-cabra-peroxidasa
(17) 150 125 1:1000 16 1:10000 120 ECL
: Anti-cabra 1:1000/
U(:CSZZP)Z 100 125 Any;s%gPZ 16 estreptavidina- 28 DAB
' peroxidasa 1:2500

Para el caso de pTyr: las muestras se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo 1° anti-pTyr, en buffer de solubilizacion (1% Triton-X100, Tris
base 100 mM pH 7,4, Na,P,0; 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10 mM;
Nas;VO,; 10 mM, PMSF 2 mM y 0,1 g/l de aprotinina) durante 16 horas en
homogeneizador giratorio a 4°C. Posteriormente se adicioné proteina sefarosa
A en buffer de lavado (Tris base 50 mM, 1% Triton-X100 y NazVaO, 2 mM,
pH 7,4) y se incub0 en el homogeneizador a 4°C durante 2 horas mas. Las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto, se descartd el
sobrenadante y el precipitado se volvio a resuspender con buffer de lavado y
se centrifugd 3 veces mas; luego el precipitado se resuspendio en buffer de
muestra Laemmli y se calentd a 95°C durante 10 minutos. Se sembraron 150
ug de proteina en un gel 6%. La identificacion de las proteinas fosforiladas se
realizo utilizando anticuerpo 1° anti-RI o anti-IRS1 segun se detallé en la

Tabla 2. La deteccion se realizé con ECL.

2.7. Actividades enzimaticas

2.7.1. Actividad de SOD

Se homogenizaron trozos de higado con buffer de homogeneizacion
PBS mas el agregado de inhibidores de proteasas descripto en el apartado de

Western blot, en una relacion tejido/buffer 1 + 3.
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A partir de este homogenado se obtuvieron microsomas hepaticos por
centrifugacion diferencial segun la técnica de Slater y Sawyer (1971). La
fraccion precipitada, correspondiente a los microsomas, se resuspendio en 30
mM buffer fosfato, 8,8 g/l KCI, pH 7,4 y se congel6 a -80°C hasta su posterior
utilizacion.

La determinacion de la actividad se realizé siguiendo el protocolo de
Oberley y Spitz (1984). Para ello, a 1 volumen de suspension de microsomas,
se adicion0 una mezcla de etanol/cloroformo 0,25/0,15 (v/v). La mezcla de
incubd en hielo durante 15 minutos. Luego se agregd 0,1 voliumenes de agua
destilada y se centrifugd 15 minutos a 12000 rpm. Con el sobrenadante

obtenido se siguio 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 midio la
absorbancia de las mismas a 560 nm. La actividad enzimatica se calcul6 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

proteina.

Tabla 3: protocolo seguido para la medicion de la actividad enzimatica de SOD total

. Control del Control de
Reactivo Blanco (ul) blanco (ul) Muestra (ul) muestra (ul)
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 partié6 de homogenados preparados como se detall6 para SOD. La
determinacion de la actividad de catalasa, se efectud siguiendo el protocolo de
Claiborne (1985). Para ello se adicioné 1 ml de H,0, 30 mM a 2 ml de
homogenado. A 1 volumen de esta mezcla se le adicioné 1% Triton X-100, en
proporcion 1:10 y finalmente la muestra se diluy6 para su lectura con buffer
fosfato (1:100 o 1:500). La absorbancia se leyd durante 2 minutos a 240 nm,
registrando asi la desaparicion de H,0,. Los datos se calcularon empleando el
coeficiente de extincion molar del H,0, (e: 40 M™* cm™) y se expresaron por

U/mg de proteina.

2.7.3. Actividad de GO

Se homogenizaron trozos de higado en buffer PBS | en una relacion
tejido/buffer de 1+3 y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se
determind la concentracion proteica del sobrenadante (o fraccion citosolica),

como se describid anteriormente.

Para obtener la fraccion nuclear se resuspendio el precipitado obtenido
en la primera centrifugacion en 1 ml del buffer previamente descripto y se
centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. El precipitado obtenido se
resuspendid en 150 pl de buffer con digitonina (KCI 150 mM, Hepes 3 mM,
DTT 2 mM y 40 pg/ml digitonina, pH 7,4) y se incubd durante 12 minutos a
20°C. Luego se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos y se tomd el
sobrenadante. Dicho sobrenadante corresponde a la fraccion nuclear. Se
determind la concentracion de proteina en ambas fracciones con la técnica

descripta anteriormente.

Para medir la actividad de GQ en ambas fracciones, se emple6 buffer
de reaccion conteniendo Hepes 20 mM, KCI 125 mM, MgCl, 7,5 mM Na-
ATP 5 mM, NADP 0,5 mM y GI-6-PDH 0,5 U/ml, pH 7,4. La mezcla de

reaccion se preparo con 800 ul de buffer de reaccion mas 40 ul de glucosa 1
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mM o 100 mM (concentraciones finales) mas 10 pl de muestra. La mezcla se
incub6 a 37°C y se midio la absorbancia a 340 nm durante 10 minutos para
obtener la cinética enzimatica. 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

proteina.

2.7.4. Actividad de Gl-6-Pasa

Se obtuvieron microsomas de higado, homogeneizando muestras en
buffer de homogeneizacion (sacarosa 0,25 M, Tris-acetato 5 mM, Na-EDTA
0,5 mM, pH 7,4), en relacion 1+3. El homogenado se centrifugd a 9000 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido se centrifugé a 50000 rpm por
60 minutos. Se descartd el sobrenadante y se adicioné al precipitado 1 ml de
buffer de homogeneizacion sin Na-EDTA y se centrifugd nuevamente a 50000
rpm durante 60 minutos mas. El precipitado obtenido se resuspendié en 1 ml
de buffer sin EDTA. Se determind su concentracion proteica segun se detallo

anteriormente y se congel6 a -80°C hasta el momento de su procesamiento.

Para la determinacion, 10 mg de proteina de la muestra se incubaron
con y sin Triton X-100 0,75% (p/v) a 0°C durante 20 minutos. A una alicuota
de 50 pl de cada muestra se le agregaron 400 pl de AcNa 100 mM (pH 6,5) y
50 pl de GI-6-Pi 0,8 M y se incubd durante 10 minutos a 30°C. Se detuvo la
reaccion con el agregado de 250 ul de TCA 10%. A 200 pl de cada muestra se
agregé 2 ml de MoNH4/H»,SO, 1 N y 320 pl de FeSO4/H,SO, 0,15 N. La
absorbancia se determind a 660 nm. Los resultados se expresaron como
latencia % = (l-actividad en microsomas intactos/actividad en microsomas

permeabilizados) x100 (Zoccoli y col., 1982).
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2.7.5. Actividad de GI-6-PDH

Se realizaron homogenados de higado en buffer Tris/HCI 0,1 M, EDTA
1 mM (pH 7,6), en relacién 1+9. Los mismos se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se volvio a centrifugar a 9000
rpm durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizé para determinar
actividad enzimatica, midiendo la produccion de NADPH a 5 y 10 minutos
mediante espectrofotometria a 340 nm. Para ello se sigui6 el protocolo que se
presenta en la Tabla 4, previa medicion de la concentracion proteica como se

describid previamente.

Se calcul6 la diferencia de las absorbancias obtenidas a los 10 y 5
minutos para cada cubeta y la actividad enzimatica se obtuvo sustrayendo el
delta de la cubeta 4 del delta de la cubeta 3. Los resultados se expresaron

como U/mg proteina (Beutler, 1975).

Tabla 4: protocolo seguido para la medicion de la actividad enziméatica de GI-6-PDH. Se
detallan las concentraciones y los volimenes empleados de cada reactivo

Solucion Cubeta 1 Cubeta 2 Cubeta 3 Cubeta 4
;rT']T\AH;LlSM EDTA oo 100 l 100 il 100 l
MgCl,0,1 M 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
NADP 2 mM 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Muestra 5ul 5ul 5ul 5ul
H,0 695 pl 595 pl 595 pl 495 pl

Incubacion durante 10 minutos a 37°C
Gl-6-P 6 mM 100 pl 100 pl
6-PGA 6 mM 100 pl 100 pl
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2.7.6. Actividad de FO

Se realizaron homogenados con buffer de homogeneizacién (Hepes 25
mM, KCI 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 detall6 para la preparacion
de muestras para Western blot) en relacion 1+3. Se centrifugé a 2500 rpm
durante 5 minutos a 4°C. Se tomd el sobrenadante y se midi6 la concentracion

de proteinas como se describid anteriormente.

Se tomo6 el volumen correspondiente a 20 pug de proteina y se
adicionaron 200 pl de buffer de reaccion (Hepes 25 mM, MgCl, 6 mM, KCI
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 reaccién por duplicado, incluyendo o no N-acetil-D-glucosamina 1
M en dicho buffer. La mezcla de reaccion se incubd durante 3 minutos a
temperatura ambiente y luego se adicionaron 10 pl de ATP 5 mM. La
actividad se midi6é en espectrofotometro a 340 nm durante 10 minutos. Los

resultados se expresaron como mU/mg proteina.

2.8. Otras mediciones

2.8.1. TBARS en higado

La peroxidacion lipidica se determindé midiendo el contenido hepatico
de TBARS por el método del &cido tiobarbitarico (Pompella y col., 1987).
Para ello se realizaron homogenados de trozos de higado con buffer de
homogeneizacion fosfato-K (K,HPO, 10 mM, KCI 11,5 g/l, pH 7,4, relacion
buffer/tejido 1 + 4). A 1 ml de homogenado se adicion6 1 ml de TCA 10%
(p/v) y la mezcla se incubd a 0°C durante 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 2000 rpm, a 4°C durante 10 minutos. Al sobrenadante obtenido se
le adiciond un volumen de &cido tiobarbiturico al 0,7% y se incub6 a 100°C

durante 15 minutos. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, y se
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midio la absorbancia a 535 nm contra un blanco conteniendo la mezcla de
reaccion pero sin homogenado hepatico. El contenido de TBARS se expreso
como nmol MDA/qg tejido utilizando un coeficiente de extincion molar de 1,56
x 105 Mt em™,

2.8.2. Estimacion del contenido de GSH hepatico

El contenido de GSH hepatico se determind por el método de Ellman
(Sedlak y Lindsay, 1968).

Para ello, una alicuota del homogenado obtenido como se describe en la
seccion precedente se centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos. A 410 pul del
sobrenadante obtenido se agregaron 90 pl de TCA 28% vy se incub6 a 4°C

durante 1 hora, seguido de centrifugacién a 2000 rpm durante 20 minutos.

A 25 pl del sobrenadante resultante se adicionaron 475 pl de TCA 5%,
1 ml de buffer Tris-HCI 0,01 M (pH 8,9) y 25 ul de 10 mM A&cido
ditionitrobenzoico -DTNB- (0,4% en metanol), y en forma inmediata se midi6
la absorbancia a 412 nm contra un blanco de TCA y Tris. Los resultados se

expresaron como pmol de GSH/qg tejido.

2.8.3. Proteinas carboniladas

Se tomaron 500 pl 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 HCI 2 M y se incubaron una hora a
temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, la muestra se precipito
con 4 ml de TCA 20% y se centrifugé a 5000 rpm durante 20 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se agregaron 4 ml de TCA 10% al precipitado. Se
volvié 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 centrifugé nuevamente

y se repitié el ultimo paso 3 veces méas. Finalmente se agregaron 2 ml de
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guanidina 6 M y se incub6 a 37°C durante 60 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos y se midié 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 proteina, empleando un

coeficiente de extincion molar 21000 Mt cm™.

2.8.4. Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS

Se partid6 de homogenados como se detall6 para TBARS en higado.
Este ensayo se basa en la inhibicion de la absorbancia del radical catiénico
ABTS" (2,2 -azino-bis-3-ethilbenzotiazolina-6-sulfonato), que tiene un
espectro de absorcion extenso con picos en 660, 734 y 820 nm. El radical
ABTS" es generado al colocar ABTS 7 mM en solucién acuosa con persulfato
de potasio 2,45 mM en oscuridad durante 12-16 horas. La capacidad
antioxidante del tejido se determin6é segin la metodologia descripta por
Katalinic y col. (2005) con algunas modificaciones. La solucion de ABTS" se
diluy6 en PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0,70 (20,02) a 734 nm. A un
mililitro de esta dilucion se adicionaron 10 pl del homogenado del tejido o del
estdndar Trolox. La mezcla de reaccion se incubd durante 40 minutos a
temperatura ambiente y luego se determiné la absorbancia a 734 nm. Se
realizd una curva de calibracion de Trolox (0-200 pg) y los resultados se

expresaron como g de equivalentes Trolox/mg proteina.

2.8.5. Determinacion de glucégeno hepatico

Muestras de higado (0,5 g) se colocaron en 1 ml de KOH 33% y se
incubaron a 100°C durante 20 minutos. Se enfriaron a 0°C, 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

resuspendié en 1 ml de agua destilada mas 3 ml de reactivo de antrona 100
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mg% (en H,SO, 84%) y se incubaron a 100°C por 20 minutos. La absorbancia
se midié a 620 nm y cada lectura se interpolé en una curva de referencia de
concentraciones conocidas de glucogeno. Los resultados se expresaron en ug

glucégeno/mg tejido.

2.8.6. Evaluacion histologica del contenido de TG hepaticos

Se emplearon trozos de higado correspondientes al mismo I6bulo en
cada animal. Los mismos se colocaron en formol al 4% en PBS al momento

del sacrificio y se guardaron a 4°C hasta su procesamiento.

Los higados se congelaron y cortaron con micrétomo de congelacién
con nieve carbonica Leitz. Los cortes de 20-40 um se tifieron con Sudan Red
Oil (1 gr/100 ml alcohol 70°acetona) durante 1 minuto. El exceso de colorante
se eliminé mediante inmersion en alcohol 70° y posteriormente se lavaron con
agua destilada. Finalmente, los cortes se recogieron en porta objetos. Se

realizaron observaciones con microscopio Optico convencional.

2.9. Analisis estadistico de datos

Los datos se expresan como la media + error estandar para el nimero
indicado de observaciones o fueron ilustrados por una observacion
representativa obtenida de diferentes experimentos. El analisis estadistico se
realiz6 empleando ANOVA seguida de aplicacion del test de Dunnet para
comparaciones multiples utilizando el programa de analisis Prism Graf Pad
(San Diego, EE.UU.). Las diferencias se consideraron significativas cuando el

valor de p fue <0,05.
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Resultados

3.1. Seqguimiento de los animales en tratamiento y determinacion de

parametros séricos

3.1.1. Ingesta de comida y bebida. Ganancia de peso corporal al final del

tratamiento

Durante los 21 dias de tratamiento se controlo el peso de los animales y

la ingesta de bebida y comida.

Como puede apreciarse, no se hallaron diferencias significativas en la
bebida y calorias 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 monosacarido en el agua de bebida. A pesar de ello, el consumo de
calorias totales no se altera, por lo que podemos afirmar que se trata de dietas

isocaloricas (Tabla 5).

Tabla 5: ingesta de comida, bebida, calorias consumidas y ganancia de peso corporal

Tratamientos C CL F FL

Ingesta de comida

. g 2192+12 21,37+0,7 16,88+1,1* 17,49+0,7*
(gr/animal/dia)

Ingesta de bebida

. ; 2983+235 2683+164 5096+991 33,20+4,15
(ml/animal/dia)

Ingesta caldrica

. 63,22+3,41 61,74+196 69,14+3,19 63,80+2,02
(Kcal/dia)

Ganancia de peso (gr) 106,2 + 6,77 88 + 7,89 97,21+4,43 93,92+5,12

*p<0,05vs C; * p<0,05 vs F. n=12
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3.1.2. Determinacién de parametros 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
disminucion de la sensibilidad a la insulina, de la funcion de la célula B y
menor sensibilidad a la insulina a nivel hepatico, como lo demuestran los
indices HOMA-IR, HOMA-B e ISHI, respectivamente. Por otra parte, en los
animales FL se revierten dichas alteraciones (Tabla 6). En cuanto a los
marcadores de dafio hepatico, la AST estd 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: parametros séricos e indices calculados a partir de los mismos

Tratamientos C CL F FL

Insulinemia (ng/ml) 0,76+0,03 06+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+112 153,6 +54* 97,5+9,8"

HOMA-IR 51402 3906 803:012% 54%08"
HOMA-g 58 + 4 4845 8745% 554
ISHI 576076 55%061 226+044* 365%025
;E)’SRS (picomol/mg 107144 696+14 111565 465+9,3"
ALT (UNl) 212427 4815+21 3689%17 457436
AST (U) 107,3+136 147,7+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 dias de tratamiento y 8 horas de ayuno, se realizé la curva de
tolerancia oral a la glucosa. Luego de la sobrecarga, el pico de glucemia se
registré a los 60 minutos, siendo maés elevado en los animales tratados con F,
mientras que disminuy6 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 cuantificacion de las areas 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).
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Figura 13: Areas 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 hepatico de GSH, proteinas carboniladas y TBARS

Al estudiar los marcadores de EO, se observo que la DRF promueve el
incremento del contenido de proteinas carboniladas y la disminucién de GSH
en el higado, lo que demuestra la existencia de un estado de EO en este
drgano. El tratamiento con AL revirtio las alteraciones producidas por la dieta
en estos parametros (Figura 14). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en el contenido de TBARS plasmaticos (ver datos en Tabla 6) ni
hepaticos entre grupos, excepto en los animales FL, que presentaron menor

concentracion de TBARS plasmaticos respecto a los F.
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Figura 14: Contenido hepatico de proteinas carboniladas, GSH y TBARS. * p<0,05 vs C;
p<0,05 vs F. n=8
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3.2.2. Expresion génica y proteica de SOD1, SOD?2, catalasa y GR

Tanto la expresion 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 alteracion del sistema
antioxidante celular, lo cual aporta mas evidencia de la presencia de un estado
de EO, ademas del incremento de proteinas carboniladas y disminucion en el

contenido de GSH anteriormente mencionados.
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Figura 15: Expresion génica y proteica de SOD1 y SOD2. La expresion génica se expresa
como expresion relativa respecto a B actina x 1000. La expresion proteica se expresa en
forma relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; * p<0,05vs F. n=6
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Figura 16: expresion génica y proteica de catalasa y GR. La expresion génica se expresa
como expresion relativa respecto a B actina x 1000. La expresion 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 enzimatica de catalasa y SOD

La actividad de catalasa disminuyé 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 presentd una
disminucion en los animales F, la cual se incrementd, aunque no

significativamente en los animales tratados con AL (Tabla 7).
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Tabla 7: actividad enzimética 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 12+0,1 0,8 +0,03* 09+0,1

La actividad enzimética de catalasa se expresa en U/mg proteina, la actividad de SOD se
expresa como k/mg de proteina. * p<0,05 vs C. n=8

Podemos aseverar que la DRF incrementa los marcadores de EO a nivel
hepatico y, a su vez, disminuye la expresion génica y proteica de las enzimas
del sistema de defensa antioxidante, asi como también su actividad, por lo que
la capacidad antioxidante total del tejido esta 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 mas evidencia acerca de la capacidad antioxidante incrementada de

los animales FL a nivel hepatico.
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Figura 17: capacidad antioxidante expresada como pg de equivalentes Trolox/ mg proteina
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. Expresion 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 proteina desacoplante
mitocondrial 2 (UCP2) desacopla el transporte de electrones (a través de la
cadena respiratoria) de la sintesis de ATP y su activacién evita la formacién de
ROS en presencia de una baja disponibilidad de ADP. Por otro lado, los
niveles de UCP2 estan regulados por factores de transcripcion como PPARua,
PPARS y PPARY.

El tratamiento con fructosa induce un incremento significativo en la
expresion génica y proteica de UCP2 y de PPARS. Contrariamente, induce una
disminucion en ambos parametros en lo que respecta a PPARY, sin registrarse
cambios en la expresion de PPARo. El tratamiento con AL revierte
significativamente dichas alteraciones, excepto en el contenido proteico de
PPARYy (Figuras 18 y 19).
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Figura 18: expresion génica y proteica de UCP2. La expresion génica se expresa como
expresion relativa respecto a B actina x 1000. La expresion proteica se expresa en forma
relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ~ p<0,05 vs F. n=6

De ello se deduce que a nivel hepético, la expresion génica de UCP2

estaria regulada principalmente por el factor de transcripcion PPARS y su
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activacion seria parte de un mecanismo para evitar la formacién de ROS a
nivel mitocondrial, cuando se envia mayor cantidad de sustratos a la

mitocondria.
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Figura 19: expresion génica y proteica de PPARa, PPARS y PPARY. La expresion génica se
expresa como expresion relativa respecto a B actina x 1000. La expresion 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. Expresion génica y proteica de NAD(P)H oxidasa

Otra fuente generadora de ROS es la enzima NAD(P)H oxidasa, que
cataliza la oxidacion de NADH o NADPH a NAD" o NADFP’,
respectivamente, utilizando oxigeno molecular produciendo peréxido de
hidrogeno. Se estudiaron dos de las subunidades transmembrana
constituyentes de dicha enzima: se midi6 la expresion génica de gp91°"* vy la

phox

expresion génica y proteica de p22™™". Los resultados se presentan en la

siguiente figura (Figura 20).

gpglphox

g 4,5-

-

=

[

'é 3,04

a2 - .

0 —

Y]

£1,54

B

]

-

)

9 o

pzzphox
C CL F FL
g 0,45~ g 300+
3 3 *
' 8
0,30 = 8 200-
g” T
g 1 _ = A
% T g, == ==
:g 0,15 ‘g 100=
w0 ow
: :
3 )
B o 4 o0
Figura 20: expresion génica de gp91”™ y p22°™ y expresién proteica de p22°™*. La

expresion génica se expresa como expresion relativa respecto a 3 actina x 1000. La expresion
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 expresion génica de ambas subunidades, el cual se revierte en los animales
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FL. Respecto al contenido proteico de p22°" se detectd un aumento
significativo en los animales tratados con F, que se corresponde con el
incremento en los niveles de ARNm de la misma. La disminucién de los

phox

niveles proteicos de p22™™" inducida por el tratamiento con AL también fue

estadisticamente significativa respecto a los animales F.

Estos resultados sugieren que una DRF induce un aumento de la
formacién de ROS, debido a un aumento significativo de la NAD(P)H
oxidasa, mientras que el tratamiento con AL seria capaz de revertir esta

situacion.

3.4. Marcadores de inflamacion

3.4.1. Expresion génica de TNFa, IL18, NFxf y PAI-1

Se midieron las expresiones génicas de marcadores de inflamacion tales
como las citoquinas proinflamatorias TNFa e IL1, del factor de transcripcion
NF«p y de PAI-1. En la siguiente tabla se muestran los valores de expresion

génica.

Tabla 8: expresion génica de marcadores de inflamacion

Expresion génica

relativa ¢ CcL F FL
TNFa 0,19+0,05 025+003 0,42+0,06* 0,26+0,01"
IL1p 0,61+0,038 0,73+0,16 15%0,24* 0,55+0,13"
PAI-1 008+002 007+001 0,15+0,02* 0,07+0,01"
NFxp 0,77+0,08 069+017 095+0,15 0,70+0,07

Los datos se expresan como expresion relativa respecto a B 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
ARNmM 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 expresion génica de NFxf no se ve alterada

por ninguno de los tratamientos.

3.4.2. Expresion proteica de TNFa, lkfla y COX2

En la Figura 21 se muestra la expresion proteica de TNFa e IkPa.
Respecto a la expresion proteica de TNFa, se observd que acorde a los
resultados de niveles de ARNm, el tratamiento con fructosa produce un
incremento significativo en su expresion, 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 expresion proteica de IkPa,

lo cual estaria relacionado a los niveles similares de ARNm de NF«p.
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Figura 21: expresion proteica de TNFa e Ikpa. Los datos se expresan como expresion
relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; » p<0,05. n=6

Por otra parte, la expresion proteica de COX2 se ve incrementada
significativamente en los animales tratados con la DRF. Esto es coherente con

el incremento en la expresion genica de los marcadores de inflamacion, dado
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que varios de ellos son capaces de inducir la expresion de COX2. Dicho

aumento se revierte significativamente con el tratamiento con AL (Figura 22).

COX2
- - R =
c cL F FL
§ 150+
E *
2 S—— /\
$ 1004 == —_
D
<
<]
=
(1]
g 50a
et
7]
[
=
K
H O

Figura 22: expresion proteica de COX2. Los datos se expresan como expresion 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
inflamacion a nivel hepatico, el cual es revertido por el tratamiento simultaneo
con AL.

3.5. Metabolismo de carbohidratos

Se midio la expresion génica y actividad enzimética de Gl-6-Pasa, la
cual cataliza uno de los pasos fundamentales de gluconeogénesis, GI-6-PDH,
como indicador del ciclo de las pentosas y GQ, reguladora de la glucolisis.
Ademas se midio la expresion proteica de esta Gltima, asi como también la

expresion génica y proteica de PFK-2, enzima reguladora de la actividad de
GQ.
Adicionalmente, se determind la expresion génica de piruvato quinasa

(PK) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), la primera participante de
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la glucolisis y la segunda de la gluconeogénesis, y se determino el contenido

hepatico de glucdgeno.

Asimismo, se midieron expresion genica, proteica y actividad
enzimatica de FQ, enzima encargada de la fosforilacion de la fructosa en el

hepatocito.

3.5.1. Expresion génica de Gl-6-Pasa, GI-6-PDH, GO y PFK-2

Se registra un aumento de la expresién génica de las enzimas estudiadas
en los animales F respecto a los C, que fue significativa para GI-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: expresion génica de enzimas pertenecientes al metabolismo de carbohidratos

Expresion génica

. C CL F FL
relativa
Gl-6-Pasa 3817 51+11 6,9+1,6 51+14
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 expresion relativa respecto a B actina x 1000. * p<0,05 vs C.
n=8

3.5.2. Actividad enzimatica 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 expresion génica registrados. Esto corrobora el hecho
que al suministrar fructosa a los animales, se incrementan las vias metabolicas

de los carbohidratos, como el ciclo futil de la glucosa y la via 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).
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Figura 23: actividad enzimatica de Gl-6-Pasa y Gl-6-PDH. La actividad de Gl-6-Pasa se

expresa como latencia (%). La actividad de GI-6-PDH se expresa como mU/mg de proteina.
* p<0,05vs C; ~ p<0,05 vs F. n=8

3.5.3. Expresion proteica de GO y PFK-2

El contenido proteico de GQ estd 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 expresion proteica de PFK-2 esta

incrementada significativamente en los animales F respecto a C, y disminuye
significativamente en los FL (Figura 24).
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Figura 24: expresion proteica de GQ y PFK-2. Los datos se expresan como expresion
relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ~ p<0,05. n=6

3.5.4. Actividad enzimatica de GO en las fracciones citosélica y nuclear

Al comprar la actividad enzimatica entre la fraccion citosdlica (c) y la
nuclear (n) dentro de cada grupo, podemos observar que en los animales C,
CL y FL, la misma se ve incrementada significativamente en la fraccion
nuclear; mientras que en los animales F la actividad es significativamente

mayor en la fraccion citosolica.

Por otro lado, comparando los animales C y F, se observa que la
actividad de la enzima en citosol es significativamente mayor en los F (hecho

que corrobora el aumento del ciclo fatil de la glucosa) y significativamente
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menor en nucleo. 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 seria 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 6rgano.
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Figura 25: actividad enzimatica de GQ. Fraccion citosolica (c) y fraccion nuclear (n). Se
comparan fracciones citosolicas 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

3.5.5. Expresion génica de PEPCK y PK

En la Figura 26 se muestran los datos correspondientes a las variaciones
de expresion génica de PEPCK y PK. Los niveles de expresion génica de
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 estdn aumentados significativamente en los animales

F, y el tratamiento simultaneo con AL no es capaz de revertir dicho

incremento.
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Figura 26: expresién génica de PEPCK y PK. La expresién génica se expresa como
expresion relativa respecto a B actina x 1 (PEPCK) y x 1000 (PK). * p<0,05 vs C; " p<0,05
vs F. n=8

3.5.6. Expresion génica, proteica vy actividad enzimatica de FQ

Se registra un aumento significativo de los niveles proteicos y de la
actividad enzimatica de FQ en el grupo tratado con fructosa. En correlacion, 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: expresion génica, proteica y actividad enzimatica de FQ. La expresion génica se
expresa como expresion relativa respecto a  actina x 1000. La expresion proteica se expresa
como expresion relativa respecto al C. La actividad enzimatica se expresa como mU/ mg
proteina. * p<0,05 vs C; ” p<0,05 vs F. n=6
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3.5.7. Contenido hepatico de glucdégeno

En la Figura 28 se muestran los datos del contenido hepatico de
glucogeno. Se registro un aumento significativo en los niveles de glucégeno
en los animales F respecto del grupo C, que disminuy6 significativamente en

el grupo FL.
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Figura 28: Los datos se expresan como g glucégeno/mg tejido. * p<0,05 vs C; ~ p<0,05 vs
F.n=8

3.6. Metabolismo de lipidos

Se determind la expresién génica de las enzimas reguladoras de la
sintesis de é&cidos grasos (FAS) vy triglicéridos (glicerol-fosfato-acil-
transferasa: GPAT) y de CPT-1, quien regula la sintesis/oxidacion de &cidos
grasos. También se estudié por histologia el deposito de grasa a nivel hepatico.
Ademas se midid la expresion génica de los factores de transcripcion proteina
de union a elementos reguladores de carbohidratos (ChREBP) y SREBP 1c,
responsables de la regulacion génica de enzimas involucradas en el
metabolismo de lipidos y el ultimo también involucrado en la regulacion del

metabolismo de carbohidratos.

3.6.1. Expresion génica de ChREBP, SREBP 1c, CPT-1, FAS y GPAT

Se registrd 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 observd una disminucion significativa sélo en los niveles de
GPAT en los animales FL. Asimismo, se registro 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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asi que hay un incremento en las sintesis de lipidos respecto a su oxidacion en

los animales F, con reversion de dicho efecto luego del tratamiento con AL.
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Figura 29: expresion génica de ChREBP, SREBP 1c, CPT-1, FAS y GPAT. La expresion

génica se expresa como expresion relativa respecto a B actina x 1000. * p<0,05 vs C; "
p<0,05vsF.n=8
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3.6.2. Contenido hepatico de TG mediante histologia

Se observd depoésito graso en los animales tratados con fructosa,
mientras que el mismo se revirtio en los animales tratados con fructosa y AL.
En la Figura 30 pueden observarse las microfotografias obtenidas luego de la

tincion con Sudan Red Oil.

Figura 30: fotografias de microscopia 6ptica convencional de cortes de higado. La barra
equivale a 100 um. A: C, B: F, C: CL, D: FL.

3.7. Expresion génica de LASY

Se midio la expresion génica de la sintasa de AL, responsable de la

sintesis endogena 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 registré un incremento
significativo de la expresion génica. Esto demuestra que la administracion

exogena de AL estimula su sintesis enddgena (Figura 31).
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Figura 31: expresion génica de LASY. La expresion génica se expresa como expresion
relativa respecto a B actina x 1000. * p<0,05 vs C; * p<0,05 vs F. n=8

3.8. Senalizacion de insulina

3.8.1. Expresion génica de IRS1 e IRS2

Se midieron las expresiones genicas 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: expresion génica de IRS1 e IRS2

Expresion génica

. © CL F FL
relativa
IRS1 0,35+ 0,05 0,31 +£0,04 0,36 £0,04 0,38 £ 0,05
IRS2 3,4+0,7 38+1,3 44+1,1 43+1,3

Los datos se expresan como expresion relativa respecto a § actina x 1000. n=8
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3.8.2. Expresion proteica de RI, IRS1 y su estado de fosforilacion en tirosina

En la Figura 32 se pueden observar las variaciones de expresion
proteica del Rl y de IRS1 y del nivel de fosforilacion estimulatoria en tirosina
segun los distintos tratamientos; en los animales tratados con fructosas se
registrd 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 fosforilacion en tirosina, ésta se encuentra disminuida en los animales F,
mientras que en los animales FL se revierte este descenso. Asimismo, tanto la
expresion proteica de IRS1 como su fosforilacion estan disminuidas en los

animales F, siendo revertido este descenso por el tratamiento con AL.
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Figura 32: expresion proteica de RI e IRS1 y la fosforilaciéon de cada uno en tirosina. La
expresion proteica se expresa como expresion relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; " p<0,05
vs F. n=8
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3.8.3. Expresion proteica de IRS2 y PI3K

También se estudid el contenido proteico de IRS2 y de PI3K. Los

resultados pueden observarse en la Figura 33.
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Figura 33: expresion proteica de IRS2 y PI3K. La expresion proteica se expresa como
expresion relativa respecto al C. * p<0,05 vs C; ” p<0,05 vs F. n=8

Como puede observarse en la figura anterior, el tratamiento con
fructosa provoca una disminucion en el contenido proteico de IRS2, sin

registrarse modificaciones en los niveles proteicos de PI3K. Por su parte, el
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tratamiento con fructosa y AL revierte la disminucion en la expresion proteica
de IRS2 y produce un descenso en los niveles de PI3K. Claramente, la
fructosa altera la cascada de sefiales 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 parametros séricos

Tal como hemos demostrado previamente, la administracion de una DRF a
ratas Wistar macho adultas normales durante tres semanas, induce cambios
significativos de indicadores metabolicos y endocrinos en plasma, tales como en
hipertrigliceridemia, aumento de ACGL circulantes, hiperinsulinemia con
normoglucemia e incremento del indice HOMA-IR. Estas alteraciones se
acompafaron, tal como lo describiéramos previamente, de cambios significativos
en el metabolismo hepatico de lipidos y glacidos asi como de la presencia de
marcadores de EO e inflamacion (Alzamendi y col., 2009; Castro y col., 2011;
Francini y col., 2009; 2010; Rebolledo y col., 2008). Estos cambios sugieren que
la administracién de la DRF genera un estado de EO acompafiado de una
disfuncion  endocrino-metabdlica. Esta  Gltima esta caracterizada por
hipertrigliceridemia (disfuncion hepética), aumento de los niveles de &cidos
grasos (disfuncion del tejido adiposo), hiperinsulinemia (hiperfuncién de las
células B), que es insuficiente para cubrir la demanda exagerada de insulina
condicionada por la IR generalizada (aumento del indice HOMA-B) y en

particular del higado (aumento del ISHI), demostrada por la presencia de TGA.

Es importante destacar que, aunque los diferentes grupos experimentales
recibieron dietas isocaldricas, los animales F y FL registraron un mayor consumo
de agua (fructosa 10%) y un menor consumo de alimento sélido, 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 simultaneamente -
AL, se previnieron los cambios registrados en los niveles séricos de insulina, TG,
HOMA-IR, HOMA-B, TGA ¢ ISHI.

Estos datos concuerdan con los publicados por Jacob y col. (1996),
quienes demostraron que la administracion de o-AL a ratas obesas Zucker
durante 10 dias (100 mg/kg), disminuyé los niveles séricos de insulina y TG.

Otros autores han descripto resultados similares: una disminucion de dichos
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parametros en forma dosis dependiente al suministrar dietas con 1 a 5 g/kg de a-
AL a ratas normales (Huong e Ide, 2008); Thirunavukkarasu y col. (2004)
observaron que la administracion simultanea de fructosa (61%) y a-AL (350 70
mg/kg) a ratas normales durante 20 dias, disminuy0 el efecto inducido por la
dieta sobre la glucemia y la insulinemia, mejorando la trigliceridemia, el HOMA-

IR y la TGA, demostrando asi que el a-AL mejoré la sensibilidad a la insulina.

4.2. Marcadores de EO vy sistema de defensa antioxidante

En el higado de las ratas tratadas con DRF se registrd una disminucién
significativa en el contenido total de GSH, un aumento de proteinas carboniladas
y una disminucion significativa en los niveles de expresion génica y proteica de
las enzimas del sistema de defensa antioxidante (SOD, catalasa y GR). En cuanto
a la actividad enzimatica, 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 higado, disminuyendo
simultaneamente la expresion y actividad de las enzimas del sistema de defensa y

de antioxidantes no enziméticos como el GSH (Francini y col., 2010).

La co-administracion de o-AL fue capaz de prevenir los niveles
aumentados de proteinas carboniladas e incrementar el contenido total de GSH,
asi como de restaurar los niveles de expresion génica y proteica de las enzimas
del sistema antioxidante. Estos cambios se acompafiaron de un aumento en la

capacidad antioxidante total del higado.

Una recuperacion similar de los niveles basales de antioxidantes
consecutiva a la administracion de a-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 uM) de a-
AL en lineas 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 vy ratas Goto Kakizaki (80
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mg/kg) (Cummings y col., 2010; Hao y col., 2011). Como se menciono en
materiales y métodos, en nuestro caso la eleccion de la dosis, la via de
administracion y el tiempo de tratamiento se efectuaron en funcion de obtener
una supervivencia del 100% de los animales y sin alteracion del peso corporal

durante el periodo de experimentacion.

Cabe destacar que en células HSMM (mioblastos de mdsculo esquelético
humano) en las que se silencio la sintasa de AL enddgeno (LASY), se registro
una disminucion significativa del GSH reducido asociado a bajos niveles de AL
enddgenos, acompafiado de disminucion de la actividad enzimatica de SOD 1,
SOD 2 y catalasa; la administracion de a-AL revirtié estos cambios (Padmalayan
y col., 2009). En relacion a ello, ratones ob/ob mostraron una disminucion en los
niveles de ARNm de LASY en musculo 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 expresion génica de LASY, la administracion de

AL incrementé significativamente su expresion tanto en animales CL como FL.

Respecto a los niveles de expresion de las enzimas del sistema
antioxidante, la administracion de a-AL previno la disminucion de los niveles de
ARNmM de SOD1, catalasa y GR y de los de proteinas de SOD1, SOD?2 y catalasa
en los animales FL, alcanzando niveles comparables a los del grupo control. Por
el contrario, el a-AL no previno la disminucion en la actividad de catalasa y SOD
generadas por la DRF, hecho que sugiere que las variaciones en expresion
génica, proteica y actividad enzimatica no ocurren en el mismo sentido. En
conjunto, estos resultados sugieren que, en nuestro modelo, el efecto del a-AL
estaria relacionado a cambios en el sistema de defensa antioxidante no
enzimatico hepatico mas que a cambios en la actividad de enzimas como la

catalasa y SOD.

Otros autores sin embargo, han registrado una reduccion en la actividad de
SOD en ratas Goto Kakizaki respecto a ratas Wistar control no diabéticas, que se
revirtio por la administracion de a-AL (50 mg/kg dia durante 3 meses) (Hao y

col., 2011). En el caso de animales tratados con una DRF (60% de la ingesta
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caldrica durante 20 dias), se observo también una reduccion en la actividad de las
enzimas del sistema de defensa antioxidante SOD, catalasa, GR, GPx, glutation-
S-transferasa y en el contenido de antioxidantes no enzimaticos en higado y
rifion; mientras que el tratamiento con a-AL elevo significativamente la actividad
de estas enzimas y el contenido de antioxidantes no enzimaticos
(Thirunavukkarasu y col., 2003; 2004). En contraposicién, en ratas con diabetes
inducida por inyeccion de estreptozotocina, el tratamiento con a-AL (10 6 50
mg/kg, durante 14 dias) disminuyo la actividad enzimatica de SOD y catalasa y
no modificé la actividad de GPx y GR (Maritim y col., 2003a). Si bien la
reduccion de la actividad enzimatica podria correlacionarse con la reduccion del
contenido proteico, otros mecanismos podrian estar implicados en la regulacion
diferencial de ambos procesos. Por ejemplo, en condiciones de hiperglucemia, se
ha detectado una inactivacion de SOD1 debido a la glicacion 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 a-AL y su forma reducida de secuestrar radicales
hidroxilo reduciria la necesidad de aumentar la actividad de catalasa (Packer y
col., 1995), explicando, al menos parcialmente, la disminucién del EO en ratas

FL sin que se modifique la actividad de enzimas antioxidantes.

Acorde a lo publicado por Thirunavukkarasu y col. (2003), la
administracion de a-AL fue capaz de prevenir el incremento de TBARS séricos
inducido por la DRF. En nuestro modelo experimental sin embargo, la dieta no
afectd significativamente la peroxidacion lipidica hepatica, ya que no se
detectaron cambios en el contenido de TBARS ni en la susceptibilidad de las
membranas a la peroxidacién lipidica (Francini y col., 2010). Si, en cambio,
verificamos un incremento significativo de los grupos carbonilo y una
disminucién en el contenido de GSH, indicadores de un aumento del EO a nivel
hepatico. 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 higado 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
seria una consecuencia de dos efectos opuestos: un incremento en la produccion
de ROS y una reduccion en la disponibilidad de enzimas antioxidantes y
antioxidantes no enzimaticos. I[gualmente podemos asumir que el “aparente” bajo
impacto del EO sobre el sistema antioxidante especifico podria deberse a su
mayor contenido de enzimas antioxidantes respecto a otros 6rganos (Robertson y
col., 2004; Tiedge y col., 1998) y a su capacidad de poner en marcha cambios
metabdlicos capaces de neutralizar la produccion excesiva de ROS (Francini y
col., 2010).

4.3. UCP2 vy posible modulacion via PPARs

Se ha demostrado que eventos asociados a la cadena respiratoria
mitocondrial serian los responsables del incremento en la produccién de ROS y
de su acumulacion a nivel celular (Brownlee, 2005). De este modo, una
sobrecarga de nutrientes como la provista por el aporte de la DRF, conduciria a la
sobreproduccion y acumulacion de ROS, con el consecuente EO (Francini y col.,
2010). Vale recordar que la fructosa, al metabolizarse en el higado, ingresa
directamente a la via glicolitica a nivel de las triosas fosfato y por lo tanto evita

el punto de regulacién principal de esa via 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 higado que
incluye, entre otros mecanismos, un incremento en la expresion de la proteina
desacoplante mitocondrial UCP2 y de uno de los factores de transcripcion que
regula su expresion, PPARS; sin registrarse cambios en los niveles de ARN y
proteina de PPARo. Estos cambios se acompafiaron de una disminucion
significativa tanto de los niveles de ARNm como de proteina de PPARY (Castro

y col., 2011). La expresion de UCP2 ha sido asociada al estrés metabdlico
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hepatico en ratas adultas (Nakatani y col., 2002) y se ha descripto un aumento de
su expresion 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 metabdlica causada por la DRF conduciria a una saturacion
de la cadena transportadora de electrones y a un aumento en la produccion de
ROS. Para prevenir este ultimo efecto, se promoveria el incremento de la
expresion de UCP2 con la consecuente disipacion del gradiente de protones,
hecho que favoreceria una menor produccion de ROS (Joseph y col., 2002).
Asimismo, varios estudios han relacionado la activacion de UCP2 con una
hiperglucemia crénica, produccion excesiva de superoxido, disminucion del
potencial de membrana mitocondrial y finalmente alteracion de la secrecion de
insulina estimulada por glucosa (Hribal y col., 2003; Leahy y col., 1992;
McQuaid y col., 2006); en relacion a este ultimo efecto, se ha postulado que
UCP2 cumpliria en las células B un rol fundamental en la regulacion de la
relacion ATP/ADP, en la produccién de radical superdxido e, indirectamente, en
el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la secrecion de insulina (Newsholme y
col., 2007). Esta funcion podria también ser parte del mecanismo de adaptacion a

la sobrecarga a nivel hepatico.

Cuando se co-administré a-AL a nuestros animales con DRF, se previno
el incremento de los niveles proteicos de UCP2 y PPARS, manteniéndose valores
comparables a los registrados en los animales C. Mientras que los cambios en la
expresion génica de PPARy se previnieron, no ocurriéo 10 mismo con los niveles
de su proteina. Es interesante destacar que tanto en el caso de los niveles de
ARNm y proteina de UCP2 como de PPARy donde los cambios ocurren en
sentido inverso, es posible asumir que haya otros mecanismos involucrados en su
regulacion. Kim y col. (2004) demostraron que el suministro de a-AL a ratas
obesas, induce la expresion génica de la UCP1 en tejido adiposo pardo y blanco.
Adicionalmente, en islotes aislados de ratas normales, el o-AL regula la

expresion génica y proteica de UCP2 (Shen y col., 2008). Estos datos sugieren
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que el efecto del a-AL seria especifico tanto para la isoforma de UCP como para

el tejido involucrado.

Respecto al PPARS, el incremento en su expresion génica y proteica en
los animales DRF mostré una correlacion significativa con el aumento de la
expresion de los genes lipogénicos FAS y GPAT, ambos regulados por dicho
factor de transcripcion (Lee y col., 2006b). Teniendo en cuenta que el a-AL
previno los cambios en los niveles de expresién de PPARS y de ambos genes
regulados por éste, podria asumirse que dicho factor de transcripcion participaria
activamente en el mecanismo por el cual el o-AL disminuye la
hipertrigliceridemia. Apoya esta presuncion el hecho que el PPARS regula la
sensibilidad a la insulina conduciendo el metabolismo hepético de glucosa hacia
la sintesis de lipidos e incrementando la utilizacién de grasa en el musculo para

reducir asi la sobrecarga lipidica (Lee y col., 2006b).

En cuanto a la disminucion de la expresion de PPARYy registrada en los
animales con DRF, previamente se ha demostrado que sus activadores inducen
un incremento en la expresion de SOD1 en células endoteliales, lo cual sugiere
que lo PPARy tendrian un rol antioxidante (Inoue y col., 2001). Esta hipotesis
apoya nuestros resultados, ya que el a-AL promovié la expresion de PPARYy y de
SOD1. Adicionalmente, otros autores demostraron que la expresion de PPARYy es
afectada por el EO en pacientes con sindrome metabdlico, detectdndose una
disminucion en su expresion en presencia de EO e hipertrigliceridemia (Macias-
Gonzales y col., 2008), condiciones que también estan 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 produccion de ROS es la NAD(P)H oxidasa, la cual
presenta isoformas activas en el higado (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 expresion génica de las subunidades p22""* y gp91P"™ en la expresion
proteica de p22°"® asi como en la actividad de la NAD(P)H oxidasa (Castro y
col., 2012). Estos incrementos en la expresion génica de las subunidades
constituyentes de la enzima coinciden con los encontrados por otros autores en
diferentes organos 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 produccion citosélica de ROS
elevada y disfuncion de los tejidos afectados y aportaria evidencia acerca del rol
activo que juega la NAD(P)H oxidasa en el desarrollo de EO inducido por
manipulacion alimentaria (Castro y col., 2012; Roberts y col., 2006). Por su
parte, Furukawa y col. (2004) postulan que la elevada produccion de ROS
detectada en ratones obesos KKAYy se debe al incremento en la actividad de la
NAD(P)H oxidasa y a la alteracién 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 expresion génica de ambas
subunidades y disminuy6 significativamente el contenido proteico de p22°"**. Si
bien la activacion de la enzima se produce cuando las subunidades citosolicas
migran a la membrana plasmatica e interactian con las subunidades cataliticas
transmembrana (Stefanska y Pawliczak, 2008), otros autores (Furukawa y col.,
2004; Lu y col., 2007) sugieren que la induccién de la expresién génica y
proteica estaria asociada con un ambiente pro-oxidante que incrementaria ain
mas la produccion de ROS, tal como el observado en los animales F de nuestro
modelo (Castro y col., 2012).

Una hipotesis interesante a plantear se basa en asumir la existencia de un
circulo vicioso, donde el EO generado a nivel mitocondrial por la sobrecarga
metabolica consecutiva a la administracion de una DRF, generaria a nivel
citosélico y de membrana plasmatica un aumento en la actividad de la NAD(P)H
oxidasa, situacion que agravaria el escenario de EO. De este modo el a-AL, al

reducir el ambiente pro-oxidante inducido por la DRF, romperia este circulo
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vicioso afectando la expresion de la enzima, con la consecuente disminucion en
la formacidn de ROS. El nexo entre ambos procesos se relacionaria, tal como se
describe més adelante, con cambios metabdlicos como aumento de la actividad
de la GI-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 a-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 suplementacion con AL previene la induccion de la
NAD(P)H oxidasa por ciclosporina (Louhelainen y col., 2006); igualmente en
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, el a-AL revierte el incremento
de p22°" y p47P" en el rifion de estos animales (Bhatti y col., 2005). Sin
embargo, tanto estos trabajos como el nuestro, no permiten descartar un efecto
directo del a-AL sobre la NAD(P)H oxidasa.

4.5. Marcadores de inflamacion

Otra caracteristica del modelo empleado es la induccion de un cuadro de
inflamacion. En nuestro caso, la administracion de una DRF indujo la expresion
de marcadores de inflamacion, tales como el incremento de la expresion génica
de TNFa, IL1B y PAI-1, acompafiados de aumento en los niveles proteicos de
TNFa, sin registrarse modificaciones significativas en los niveles de ARNm de
NFxp y proteicos de IkPa (factor regulador de su expresion). A su vez, la
presencia de estas citoquinas proinflamatorias estuvo asociada a una mayor

expresion proteica de COX2.

En ratones en los que se indujo un estado de inflamacion cronica por
activacion hepatica de NFxf, se detectd6 IR moderada, que se mejord al
neutralizarse la IL6 (Cai y col., 2005). Por su parte, Furukawa y col. (2004)
demostraron que el H,O, induce la expresion de PAI-1, TNFa e IL6 y reduce los
niveles de ARNm de PPARy en adipocitos 3T3. Cabe mencionar que la
sensibilidad a la insulina no mejoro en personas obesas o diabéticas cuando se les

administraron anticuerpos anti-TNFa o antagonistas del mismo (Bernstein y col.,
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2006; Ofei y col., 1996; Paquot y col., 2000). Si se registro, en cambio, una
reduccion del depdsito hepatico de grasa en ratones con knock-out del receptor de
TNFa alimentados con fructosa (30%); estos datos sugeririan que dicha citoquina
estaria mediando la lipogénesis hepéatica con induccién del ARNm de PAI-1
(Kanuri y col., 2011b). Aunque no es claro el mecanismo por el cual el TNFa
llevaria a cabo esta accion, en nuestros animales F se registrd un incremento de

su expresion tanto génica como proteica asociado a esteatosis hepatica.

El tratamiento con a-AL previno el aumento de los niveles de ARNm de
TNFa, IL1B y PAI-1 y de proteina de TNFa y COX2, lo que indicaria que el a-
AL seria capaz de prevenir el desarrollo del estado de inflamacién registrado a
nivel hepatico en nuestras ratas alimentadas con DRF. El efecto antiinflamatorio
del a-AL ha sido previamente demostrado por Tian y col. (2012), quienes
encontraron que a nivel hepatico, el a-AL es capaz de disminuir la expresion
génica de TNFa e IL1 inducidas por administracion de lipopolisacaridos.
También se detectd 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 masculo esquelético humanos) incubadas con altas concentraciones de TNFa.,
se registré una disminucion de los niveles de ARNm de LASY, mientras que la
administracion de a-AL atenuo el estado inflamatorio (Padmalayan y col., 2009).
Nuestros resultados no permiten afirmar si el efecto antiinflamatorio del a-AL es

un efecto directo o es consecuencia de la reduccion del EO.

4.5. Metabolismo de carbohidratos

Respecto al metabolismo de carbohidratos, en los animales con DRF se
detecto un incremento en los niveles de ARNm, proteina y actividad enzimatica
de FQ. Como se menciond en la introduccién, esta enzima estd presente en
cantidades significativas sélo en el higado y es una de las tres enzimas que le
otorgan a esta glandula la capacidad intrinseca de metabolizar fructosa en forma

casi exclusiva (Heinz y col., 1968; Mayes, 1993). Asimismo, en los animales F
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se detectd mayor contenido de glucogeno hepatico e incremento de la via de las
pentosas (incremento en los niveles de ARNm y aumento de actividad de la Gl-6-
PDH) vy del ciclo de sustrato de glucosa (incremento simultaneo de la actividad
de GQ y GI-6-Pasa) respecto al grupo C (Francini y col., 2009, 2010).

En el afio 2008, Ouyang y col. demostraron que pacientes con NAFLD
consumian 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 hepaticas de estos pacientes), enzima
clave en el inicio del metabolismo de fructosa en el higado, se incrementa dos
veces respecto a la poblacion general. En el mismo trabajo se demuestra que la
fructosa induce la expresion génica, proteica y la actividad de FQ en hepatocitos
cultivados. Este incremento coincide con lo reportado por otros investigadores
para el higado de ratas alimentadas con DRF (Burant y Saxena, 1994; Korieh y
Crouzoulon, 1991).

El aumento en la actividad de GI-6-PDH, primera enzima y limitante de la
via de las pentosas monofosfato, proveeria al higado de un mecanismo adicional
para neutralizar al EO, ya que por su accion disminuye el aporte de sustratos a la
mitocondria (Spolarics y col., 2000) y aumenta el poder reductor por incremento
en la producciéon de NAD(P)H. Este Gltimo es importante tanto para los procesos
de sintesis reductivas como la biosintesis de acidos grasos y esteroides, como
para la reduccion del GSSG a GSH mediante la accién 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 formacion de ROS. Por lo tanto, la actividad de la Gl-
6-PDH observada en nuestro modelo tendria una accion dual: por un lado
desviaria sustratos de la via oxidativa mitocondrial y por otro promoveria el
circulo vicioso planteado inicialmente, que relaciona EO mitocondrial con EO

citosélico.

Como ya mencionaramos, la DRF induce un aumento en la actividad de la
enzima GQ, la cual juega un rol fundamental en la regulacion del metabolismo

de glucosa a nivel hepatico (lynedjian, 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 acompafié de un aumento significativo en los
niveles de expresion génica y proteica de la misma, lo que sugiere que
mecanismos postranscripcionales serian los responsables del aumento de su
actividad. Cabe destacar que en las ratas F, la mayor actividad de la enzima se
registré en su fraccion citosolica hepatica respecto a la nuclear. Estos datos
sugieren que la translocacion de la enzima desde el nucleo, donde se encuentra
secuestrada en su forma inactiva por la proteina reguladora de GQ, al citosol,
donde la enzima adquiere su forma activa, seria uno de los mecanismos afectados

por la sobrecarga con fructosa.

Otro mecanismo potencialmente responsable del aumento de actividad
citosolica de la enzima seria la interaccion de la GQ con PFK-2 (Francini y col.,
2009), proteina involucrada en la regulacion de la actividad de GQ (Massa y col.,
2004). La PFK-2 es la enzima encargada de la formacion y degradacion 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 sobreexpresion de PFK-2 en células RINm5F-GK y en
células INS1 produjo un aumento en la actividad catalitica de GQ; dicho
incremento se deberia a un mecanismo postraduccional, ya que los niveles de
proteina permanecieron constantes en comparacién con los controles. Dicho
trabajo también demostrd que la activacion de la GQ por sobreexpresion de PFK-
2 indujo una mayor tasa de oxidacion de glucosa. In vivo, en ratones diabéticos,
se observo que la transfeccién de PFK-2 en higado indujo un aumento en los
niveles de ARNm y proteina de GQ (Wu y col., 2004). Experimentos realizados
en hibridos de levaduras demostraron que la GQ interactia con PFK-2 a través
del dominio fosfatasa de esta Gltima (Baltrusch y col., 2001); dicha interaccion es
un prerrequisito para lograr la activacién ya que el proceso es blogueado por un
anticuerpo especifico contra el dominio fosfatasa de PFK-2 (Massa y col., 2004).

La interaccion de PFK-2 con GQ la activa y le da estabilidad en el citoplasma
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(Agius y col., 1993). A nivel hepatico, este complejo promoveria de modo
coordinado el incremento en la fosforilacion de la glucosa (por activacion de
GQ) y de la glucolisis (por PFK-2) (Smith y col., 2007). La sobreexpresion de
PFK-2 en hepatocitos potencia la expresion de GQ, y su
fosforilacion/defosforilacion modula su capacidad de unirse a GQ, afectando asi
su translocacion desde el nucleo al citoplasma (Payne y col., 2005). Del mismo
modo, en ratones con diabetes inducida por estreptozotocina, la expresion de
PFK-2 en el higado indujo una reduccion en la produccion de glucosa hepética al
estimular la glucolisis e inhibir la gluconeogénesis, con disminucion de la

glucemia (Wu y col., 2001).

En nuestro caso, la expresion génica y proteica de PFK-2 aument6 en los
animales alimentados con DRF, hecho que sugiere que este mecanismo
participaria activamente en el incremento de la actividad de GQ en nuestras ratas
con DRF: la fructosa induciria la translocacién de la enzima al citosol, donde

interaccionaria con PFK-2, con el consiguiente aumento de su actividad.

Los resultados obtenidos con a-AL en animales sometidos a DRF, donde
se previenen las modificaciones inducidas por la fructosa, sugieren que el EO

participaria activamente en la regulacion de la actividad de GQ.

Si bien la insulina es un estimulador de la expresion genica de la GQ via
PI3K (lynedjian, 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 transcripcion SREBP
1c induciria la expresién 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 sobreexpresion de SREBP 1c se acompafia de un
incremento en el ARNm de GQ, mientras que un mutante dominante negativo de
dicho factor de transcripcion inhibe la induccion de la expresion génica de GQ
estimulada por insulina (Foretz y col., 1999). En nuestro caso, si bien tanto los

niveles proteicos de PI3K, como la expresion genica de SREBP 1c estan
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aumentados en las ratas con DRF, no registramos un aumento en la expresion
génica de la GQ, lo cual refuerza la hip6tesis de que el incremento observado en
la actividad de la enzima es consecuencia de cambios en mecanismos de
regulacion postranscripcionales: translocacién nucleo-citosol y posible

interaccion con PFK-2.

En ratones transgénicos, la sobreexpresion de GQ induce IR,
hipertrigliceridemia y TGA (Ferre y col., 2003), mientras que en ratas normales
se observd que la sobreexpresion de Gl-6-Pasa indujo los mismos efectos (Trinh
y col., 1998); en consecuencia, el aumento de estas dos enzimas de la via
glicolitica podria mediar, al menos en parte, la IR observada en nuestras ratas
tratadas con DRF.

La administracion de DRF a ratas normales indujo un aumento
significativo del deposito hepéatico de glucdgeno y en la expresion génica y
actividad de la GI-6-Pasa. Estos resultados estan en sintonia con los hallados por
otros autores: Frame y Cohen (2001) demostraron en ratas tratadas con una dieta
rica en sacarosa (68% de las calorias totales) un incremento en la expresion
génica de GI-6-Pasa, acompafiado de disminucion en la expresion génica de
GSKa3, serina-treonina quinasa encargada de fosforilar e inactivar a la glucogeno
sintasa. Por otro lado, en ratas alimentadas con fructosa, se observo un
incremento en la captacion y fosforilacion de glucosa hepética y en la sintesis de
glucoégeno (Shiota y col., 1998; Van Schaftingen y Vandercammen, 2004). Un
fendmeno similar se registr6 en ratas alimentadas con sacarosa (68% de la
ingesta caldrica): incremento de la gluconeogénesis y de la glucogenogénesis
hepatica (Bizeau y col., 2001; Pagliassotti y col., 1994, 1995). También se ha
detectado un incremento del depdsito hepatico de glucdgeno (Clore y col., 1992)
y de TG (Lonardo y col.,, 2005) en pacientes diabéticos. El incremento
simultaneo del depdsito de glucégeno, de la activacion de la Gl-6-Pasa y de la
GQ podrian interpretarse como mecanismos adaptativos del hepatocito frente a la
sobrecarga de fructosa para desviar el aporte mitocondrial de sustratos oxidables

y asi disminuir la formacion de ROS.
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La activacion simultanea de la Gl-6-Pasa y la GQ, dos enzimas que
participan en la interconversion de dos compuestos (GI-6-P y glucosa) sin
cambios netos mas alld de la disipacion de energia, determinan lo que se
denomina un ciclo futil o ciclo de sustrato, causal de la hidrolisis del ATP sin
cambios en la concentracion de los reactantes. Sin embargo, este mecanismo no
necesariamente es futil y podria significar otro mecanismo complementario para
desviar sustratos hacia su oxidacion. Cabe consignar que un ciclo similar al
observado en nuestros animales F se ha descripto en células B pancreaticas de
roedores con DMT2 (Khan y col., 1994).

Las mencionadas alteraciones a nivel del metabolismo de carbohidratos se

revirtieron mediante la administracion de o-AL.

Estudios experimentales demostraron que el a-AL estimula el
metabolismo oxidativo y no oxidativo de la glucosa en ratas diabéticas y
normales (Singh y Bowman, 1970). También mejord el depdsito 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 a-AL (100 mg/kg durante 10 dias)
mejord la captacion de glucosa mediada por insulina, su oxidacion y la sintesis
de glucogeno, y disminuyo los niveles plasmaticos de insulina y &cidos grasos en
ratas con IR (Jacob y col., 1996). Resultados similares se hallaron en pacientes

con DMT?2 tratados con a-AL via oral (Jacob y col., 1999).

El a-AL favoreceria la translocacion de los transportadores GLUT-1 y
GLUT-4 a la membrana plasmatica (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 a-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 a-AL, se observé una inhibicion dosis
dependiente de la gluconeogénesis como consecuencia del secuestro de la
coenzima A mitocondrial (Blumenthal, 1984). A su turno, la disminucién de la

acetil-CoA aceleraria la captacion de glucosa e incrementaria la glucolisis
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(Haugaard y Haugaard, 1970; Singh y Bowman, 1970); la formacion de lipoil-
CoA reduciria los niveles de HSCoA vy acetilCoA disminuyendo la sintesis de
citrato que en consecuencia no produciria la inhibicion de la PFK-1 y favoreceria
también el flujo glucolitico. Esta combinacion de efectos (interferencia en la
produccion de glucdgeno y aumento de glucdlisis) llevan a una reduccion

extrema en la sintesis hepatica de glucdgeno (Blumenthal, 1984).

4.6. Metabolismo de lipidos

Los cambios descriptos en el metabolismo de carbohidratos en los
animales alimentados con DRF se acompafiaron de un incremento simultaneo del
depdsito graso y contenido hepatico de TG. Estos resultados sugieren que estos
animales canalizan parte del exceso de sustratos a través de la sintesis de lipidos,
fenomeno evidenciado por el incremento en el ARNm de las enzimas lipogénicas
FAS y GPAT y de los factores de transcripcion SREBP 1c y ChREBP que
regulan la expresién 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 mas de la disponibilidad de carbohidratos y particularmente
fructosa, que del estimulo de insulina (Matsuzaka y col., 2004); esto ultimo
explicaria el efecto lipogénico registrado en nuestras condiciones experimentales

donde los animales presentan IR.

Por su parte, el factor de transcripcion ChREBP regula directamente la
expresion de FAS en respuesta a dietas ricas en carbohidratos (fructosa y
sacarosa), no asi en respuesta a la glucosa (Janevski y col., 2012). En ratones
knock-out para el gen ChREBP se observo una intolerancia a la dieta con
fructosa, hecho que sugiere su rol fundamental en la regulacién de la lipogénesis
hepética (lizuka y col., 2004). También se encontrd que la fructosa incrementa

los niveles de ARNm de FAS, quizds al estabilizarlo, mientras que los

98



Discusion

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 calorias totales), un incremento en el
contenido de TG hepaticos, con aumento de la lipogénesis de novo. Asimismo,
Miyazaki y col. (2004) registraron un incremento en la isoforma hepatica de
SREBP 1y en la expresion génica de enzimas lipogenicas como FAS y ACC en
ratones tratados durante 7 dias con una DRF (70%). En ratas alimentadas con
DRF también se detectd la induccién de FAS, incremento en la secrecion de TG
e hipertrigliceridemia, mientras que una dieta rica en glucosa no provoco dichas
alteraciones (Kazumi y col., 1997). Estos resultados concuerdan con lo hallado
por Matsuzaka y col. (2004) respecto a la estimulacion de la actividad de SREBP
1c por fructosa. La hipertrigliceridemia descripta seria consecuencia de la
combinacién de dos fendmenos: la sobreproduccion de TG y la depuracion
inapropiada de TG (Kazumi y col., 1986; Parks y Hellerstein, 2000), esta ultima
debido a una disminucion en la actividad de lipoproteina lipasa (Quaschning y
col., 1999).

Nuestros resultados sugieren que también los PPARs podrian estar
involucrados en el efecto lipogénico de la DRF. En ese sentido, es conocido el
papel regulador de PPARY sobre la expresion génica de SREBP 1c¢ (Konig y col.,
2009). Varios autores han encontrado una relacion directa entre los agonistas de
PPARy y PPARa y la disminucion en la concentracion de TG plasmaticos y
hepaticos en ratas (Konig y col., 2007; Lee y col., 2004; Naderali y col., 2004).
En células Fao de hepatoma de rata, el PPARY estimul6 la expresion génica de
Insig-2, lo cual se asocid a una reduccion en la forma transcripcionalmente activa
de SREBP 1, ARNm de GPAT y FAS, reflejado en una disminucion del
contenido y secrecion de TG (Konig y col., 2009). Acorde a lo descripto, en
nuestras ratas alimentadas con DRF se registrd una disminucién en la expresion
génica y proteica de PPARY y consecuentemente, un incremento en los niveles de
ARNmM de SREBP 1c, GPAT y FAS.
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Por otro lado, la co-administracion de a-AL fue capaz de prevenir los
cambios en los niveles de ARNm de los mencionados genes con disminucion del
depdsito graso a nivel hepatico y de la hipertrigliceridemia; estos datos sugieren
que el a-AL produce su efecto, al menos parcialmente, normalizando la sintesis
hepética de novo de TG. Acorde con nuestros resultados, se ha observado que en
ratones con sobreexpresion transgenica de acetyl-CoA sintetasa, el a-AL reduce
la expresion génica de FAS y SREBP 1c (Lee y col., 2006a) y que en el higado
de ratas reduce la actividad y expresion génica de enzimas lipogénicas (Horton y
col., 2002; Huong e Ide, 2008). Asimismo, Butler y col. (2009) demostraron que
el tratamiento con o-AL mejora la hipertrigliceridemia en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina, debido al aumento de la depuracion de
triacilglicerol y la down-regulation de la secrecién de TG hepaticos; efecto este
ultimo debido en parte a la inhibicion de su sintesis de novo. Valdecantos y col.
(2012) demostraron que el a-AL es capaz de reducir la lipogénesis y estimular la
B-oxidacion hepatica inducidas por una dieta rica en grasas. lgualmente,
empleado diversas dosis de a-AL (1 a 5 g/kg por dia), se registraron descensos de
tipo dosis-dependiente en la concentracion de TG hepaticos y de colesterol, con
disminucion de la actividad de enzimas lipogenicas (FAS y GI-6-PDH), asi como
de la PK (Huong e Ide, 2008), la cual participa en la regulacién de la sintesis de

acidos grasos (Noguchi y col., 1982).

4.7. VVia de senalizacion de la insulina

En nuestras ratas alimentadas con DRF, registramos un incremento en los
niveles proteicos del Rl y de PI3K y una disminucion de IRS1 e IRS2. Hallamos
una reduccion significativa en los niveles de fosforilacion en tirosina de RI e
IRS1. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de
ARNmM de IRS1 e IRS2. La co-administracion de a-AL previno el desarrollo de

estas alteraciones en la cascada de sefalizacion de insulina.

Sin embargo en 1984, Bieger y col. demostraron que el incremento en los

TG plasmaticos puede disminuir el nimero de RI, reduciendo asi la sensibilidad
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a la hormona, y en 1989 Thorburn y col. plantearon una relacion entre
hipertrigliceridemia e IR. Lee y col. (2005) demostraron que el a-AL mejoraria la
sensibilidad a la insulina al disminuir los depositos ectopicos de TG y aumentar

la expresion de AMPK.

Ratones knock out para el RI hepatico exhiben IR, TGA y una falla en la
supresion de la producciéon de glucosa (Michael y col., 2000). Asimismo, la
infusion de altas dosis de insulina en estos ratones no suprimio la produccién de
glucosa, demostrando que los efectos directos e indirectos de la insulina
requieren que su via de sefializacion permanezca intacta (Fisher y Kahn, 2003).
Otro estudio también demostrd que el IRS2 es necesario para la accion eficiente

de la insulina en el higado (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). Asi, por ejemplo, en ratones
obesos diabéticos se detect6 una disminucion del 50% en la fosforilacion del Rl 'y
un 80% en el IRS1. Estos efectos se asociaron a una disminucion del 90% en la

actividad de PI3K inducida por insulina (Folli y col., 1992).

Se ha demostrado que la acumulacion de lipidos a nivel hepético en
animales alimentados con fructosa afecta la sefializacion post-receptor de la
insulina generando IR hepética (Pagliassotti y col., 1996, 2002). Acorde con
estos resultados, ratas alimentadas con fructosa (66%) durante dos semanas
presentaron una disminucion en los niveles de ARNm vy proteina del RI en
higado y musculo esquelético, acompafiada de hipertrigliceridemia (Catena y
col., 2003).

Estos efectos no serian condicionados sélo por la concentracion de estas
proteinas sino también por su grado de fosforilacion. Asi, por ejemplo, en ratas
tratadas con sacarosa (68 % de la ingesta caldrica), no se hallaron cambios en la
fosforilacion en tirosina del RI estimulada por la hormona, pero si una

disminucién en la fosforilacion en residuos tirosina del IRS1 e IRS2, de la
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asociacion de ambos con la subunidad p85 de la PI3K, de la actividad de PI3K y
de la fosforilacion de Akt. Estos resultados confirman el efecto modulador de la
dieta sobre la sefializacion de insulina a nivel hepatico (Wei y col., 2007). En
otros estudios con ratas alimentadas con fructosa (624g/kg de comida) durante 28
dias, no se registraron cambios en la concentracion del RI, pero si una
disminucion del 72% en su fosforilacion estimulada por insulina, seguida de una
reduccion en la fosforilacion en residuos tirosina del IRS1 e IRS2 en higado y

musculo (Bezerra y col., 2000; Ueno y col., 2000).

Igualmente se verifico, en ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa
(68% de la ingesta caldrica) durante una, dos o cinco semanas, un incremento en
la fosforilaciéon en serina del IRS1 (Wei y col., 2004). Lo mismo ocurrié 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 caldrica), se registr6 una disminucion de la
fosforilacion en tirosina del IRS1 estimulada por insulina (Wei y Pagliassotti,
2004). Este efecto sobre la fosforilacion en tirosina del IRS1 e IRS2 también se
observo 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 fosforilacion en tirosina del IRS1 en respuesta a insulina, asi como la
habilidad del IRS1 para asociarse con el RI, inhibiendo asi la cascada de
sefializacion y la accion de la insulina (Aguirre y col., 2002; Hotamisligil y col.,
1996; Paz y col., 1997).

También se ha comprobado que el TNFa promueve la fosforilacion
inhibitoria en residuos serina del IRS1 (Aguirre y col., 2000; Hotamisligil y col.,
1996; Yin y col., 1998). En relacion a ello, se observéd que el agregado de TNFa
recombinante a células en cultivo o su administracion a animales, disminuye el
efecto de la insulina. Igualmente se ha descripto que animales obesos (ratones
ob/ob y ratas fa/fa), carentes de TNFa funcional o de receptores para TNFa,
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
IL1a, se registraron glucemias e insulinemias de ayuno mas bajas que en los
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animales control (Matsuki y col., 2003). También se ha observado que la IL1J es
capaz de reducir la expresion 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 activacién de las vias de estrés e
inflamacion y la induccion de IR hepatica (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 fosforilacion en residuos serina del IRS1 e IRS2 en
adipocitos 3T3-L1, causando IR. De este modo el EO tendria un rol fundamental
en el desarrollo de la IR. Acorde con esta hipdtesis, se ha demostrado que la
administracion de a-AL a animales o0 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
translocacion de GLUT-4 (Rudich y col., 1998). Por el contrario, la
administracion de a-AL mejoraria la sensibilidad a la insulina favoreciendo la
autofosforilacion del Rl y la oxidacion de los grupos tioles presentes en la
subunidad B del receptor mediada por la forma oxidada del a-AL (Moini y col.,
2002). Aportando evidencia adicional respecto al rol central del EO en la IR, se
ha demostrado que la expresion del gen de insulina requiere de ciertos factores de

transcripcion activados por GSH (Araki y col., 1991).

103



Discusion

4.8. Conclusiones

La alimentacion 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 inflamacion y alteraciones
en el metabolismo hepatico de lipidos y glucidos. Estas alteraciones remedan las
presentes en el sindrome metabo6lico humano y por lo tanto convierten a la DRF

en un buen modelo para su estudio.

En los animales alimentados con DRF, los cambios metabdlicos
observados representarian un mecanismo de adaptacion a la sobrecarga de
sustratos metabolicos, mediante el cual el higado redirige su metabolismo
oxidativo a una via no oxidativa, resultando en una provision menor de
combustibles a la mitocondria con la consecuente disminucion en la produccion
de ROS.

El aumento de la via de las pentosas y en consecuencia de la generacion
de NAD(P)H, activaria a la NAD(P)H oxidasa, estableciéndose asi un circulo

vicioso en la generacion de EO.

La administracion de DRF conduce a cambios en la expresion de PPARs y
estos a su vez promoverian cambios en la expresion de UCP2. El aumento de
UCP2 seria un mecanismo alternativo tendiente a atenuar la formacion de ROS

en estos animales.

La sobreexposicion a la fructosa conduce a la desregulacion del
metabolismo lipidico que conduciria a la IR, debido, en parte, a la desregulacion

hepética de las vias de estrés e inflamacién.

La administracion de un antioxidante, a-AL, disminuye la expresion de
marcadores de EO, normaliza la disfuncién metabdlica y mejora la sensibilidad a
la insulina. Asimismo, el a-AL fue capaz de prevenir el desarrollo del estado de

inflamacion hepético inducido por la DRF.
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Estos datos sugieren que la formacion de ROS y el consecuente EO
podrian ser los eventos causales iniciales que desencadenan la disfuncién

metabdlica hepatica, la IR y la reaccidn inflamatoria.

En funcion de estos resultados, el uso de antioxidantes podria ser una
estrategia Gtil para la prevencion 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 provocarian alteracion del metabolismo de carbohidratos y de

lipidos, inflamacion y finalmente IR.
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