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Stat: proteína transductoras de señal y 
activadora de la transcripción 
TBARS: sustancias reductoras del ácido 
tiobarbitúrico  
Tdrd3: proteína 3 con dominio Tudor 
TFAM: factor de transcripción A  
TG: triglicéridos  
TGA: tolerancia a la glucosa alterada  
TGF-β: factor de crecimiento 
transformante β 
Tlr4: receptor de tipo Toll 4 
TSS: sitio de inicio de transcripción  
UA: unidades arbitrarias  
Ucp2: proteína desacoplante 2  
Uxs1: UDP-ácido glucurónico 
descarboxilasa 1  
Vegf: factor de crecimiento endotelial 
vascular  
Vegfr2: receptor del factor de 
crecimiento endotelial vascular 
VLDL: lipoproteínas de muy baja 
densidad  
Vom2r7: receptor 7 vomeronasal tipo 
2 
Vom2r57:  receptor 57 vomeronasal 
tipo 2 
Wb: Western Blot (Wb) 
Zfp385b: proteína dedo de zinc 385B 
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La diabetes representa un grupo de patologías metabólicas crónicas cuyo factor común 

es la presencia de hiperglucemias como resultado tanto de defectos en la secreción de 

insulina por parte de las células β pancreáticas como en la acción de esta hormona a 

nivel periférico o a una combinación de ambas situaciones (1,2). Su prevalencia crece 

de forma alarmante a nivel mundial, generando un serio problema de salud pública 

debido al desarrollo y progresión de sus complicaciones discapacitantes y el elevado 

costo de su atención (3,4). Es muy frecuente que el diagnóstico de diabetes esté 

precedido por un estado patológico denominado “Prediabetes” (PD) que, si fuese 

detectado a tiempo y tratado adecuadamente, podría retrasar o prevenir la instalación 

de un cuadro de Diabetes Tipo 2 (DT2) (5-7).  

Es importante remarcar que la PD no es tan sólo una “pre-enfermedad”, sino que, tal 

como ya lo han reportado diferentes autores, se trata de una enfermedad en sí misma 

(8). Como veremos más adelante, esta aseveración se sustenta en que la probabilidad 

de desarrollar eventos cardiovasculares es aproximadamente 2 veces mayor que en las 

personas con tolerancia a la glucosa normal (9,10). La detección temprana de la PD 

permite que se lleven a cabo intervenciones que insten a lograr cambios de estilo de 

vida que puedan reducir el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, 

prevenir o enlentecer su progresión a diabetes y disminuir su morbi-mortalidad. Por 

tal motivo, es imprescindible que los médicos clínicos puedan detectarla y soliciten 

pruebas para su confirmación en personas con alto riesgo (hipertensión arterial, 

sobrepeso u obesidad, entre otras) para poder realizar una intervención adecuada, a 

través de la implementación de cambios en estilo de vida, la posible introducción de 

alguna droga insulino-sensibilizante, y/o del tratamiento de los factores de riesgo 

cardiovascular (FRCV) que pudiese presentar el paciente. 

Esta tesis doctoral propone la identificación de posibles marcadores epigenéticos de 

prediabetes (MEPD) presentes en leucocitos como herramienta para la detección 

temprana de la PD y la posible adopción de estrategias que permitan ralentizar o 

detener su progresión a DT2. En tal sentido, y para darle fundamento a nuestra 

hipótesis de trabajo y objetivos planteados, estructuramos este capítulo introductorio 

en 5 grandes secciones:  
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 En la primera sección presentamos al páncreas y a los islotes de Langerhans, 

como microórganos compuestos por diferentes células con diversas funciones 

endocrinas y paracrinas que dan cuenta de su complejidad.  

 En la segunda, profundizamos en el conocimiento de la célula β, la estructura y 

función de la insulina y su rol central en la regulación de la homeostasis glucémica. 

 En la tercera, revisamos los mecanismos fisiopatológicos que determinan el 

establecimiento de los estados de PD y diabetes. 

 En la cuarta, aportamos una profunda revisión sobre las características de la 

metabolización de la fructosa y la relación de su alto consumo con el desarrollo del 

estado prediabético. 

 En la última sección, describimos las modificaciones epigenéticas que puede 

sufrir el material genético expuesto a diferentes “condiciones ambientales” y el 

impacto que ocasionan en la funcionalidad de las células afectadas. 
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I.1. El páncreas endocrino y su ambiente celular. 
 

El páncreas es una glándula mixta, compuesta por el tejido exocrino, constituido por 

los acinos que sintetizan y secretan enzimas digestivas al duodeno, y el endocrino, 

representado por los islotes de Langerhans, que secretan hormonas a la sangre (Figura 

I.1) (11).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.1. Esquema de la ubicación y estructura anatómica del páncreas en 

humanos. Adaptado de (12). 

I.1.1. Desarrollo embrionario del páncreas. 
 
En el desarrollo embrionario, el páncreas surge a partir de la fusión de dos brotes (uno 

dorsal y otro ventral) del endodermo. En ratones, cuya gestación dura unos 21 días, el 

brote pancreático dorsal se hace evidente el día 9,5 de gestación a partir del intestino 

primitivo en el endodermo y, poco después, desde el ducto biliar primitivo, surge el 

brote pancreático ventral. Para el día 11,5, ambos brotes ya han crecido rápidamente, 

generando estructuras altamente ramificadas que rodean al mesénquima. Las células 

endocrinas se forman de manera continua desde el día 9,5 de gestación, y su mayor 

explosión de crecimiento se da entre los días 13,5 y 16,5. Mientras que las células 

acinares y ductales se hacen evidentes como estructuras histológicamente distintas en 

el día 15,5, los islotes de Langerhans no se forman hasta alrededor del día 18,5. 

Después de este tiempo, el número de células endocrinas aumenta rápidamente como 

resultado de neogénesis a partir del epitelio ductal (13). Es por ello que la presencia de 

una citoqueratina exclusiva del epitelio ductal, CK19, en células endocrinas se toma 
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como marcador de que esa célula ha surgido como consecuencia de la diferenciación 

de células ductales o neogénesis (14). 

Cada etapa del desarrollo embriológico del páncreas endocrino está estrictamente 

controlada por factores de transcripción, los cuales regulan genes relacionados 

directamente con la diferenciación y el destino celular. Mientras algunos factores de 

transcripción se requieren en etapas específicas de la formación de cada tipo celular 

dentro del islote, otros se requieren en múltiples etapas del desarrollo. Pdx-1 y Ngn-3 

son dos factores fundamentales en el desarrollo del páncreas endocrino (Figura I.2): 

Figura I.2. Esquema simplificado de los 
primeros estadios del desarrollo de células 
endocrinas pancreáticas. Se esquematizó 
cómo, a partir del endodermo (células rojas), 
surge la región del tubo digestivo en donde se 
desarrollará el intestino (púrpura) y el 
páncreas (marrones), caracterizado por la 
expresión del gen de Pdx-1. A partir de estos 

progenitores pancreáticos Pdx-1+, surgen los 

precursores exocrinos (verdes) y endocrinos 
(grises), caracterizados por la expresión del 
gen de Ngn-3. 

 

 

Pdx-1 (Factor homeodominio pancreático duodenal 1): es un factor crucial en la 

formación pancreática embrionaria temprana, la especificación de diferentes linajes 

endocrinos y posterior maduración de la función de las células β (15). En ratones, se 

expresa el día 8,5 en del desarrollo embrionario en ambos brotes (dorsal y ventral) por 

lo que se lo señala como un marcador temprano de precursores pancreáticos. 

Posteriormente, su expresión se silencia en células exocrinas, permaneciendo activo 

durante la vida embrionaria en las células de estirpe endocrino (día 10,5). Finalmente, 

Pdx-1 se silencia en la mayoría de las células y sólo permanecer activo en células β 

maduras, donde actúa como uno de los factores de transcripción necesarios para 

activar la expresión del gen de insulina.  

Ngn-3 (Neurogenina-3): se expresa tempranamente en el desarrollo embrionario en 

todos los tipos celulares endocrinos pancreáticos derivados de las células Pdx-1 

positivas, pero se silencia en las células endocrinas maduras. Los animales knock-out 
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(KO) para Ngn-3 nacen sin islotes y sin ningún tipo de células endocrinas, desarrollan 

diabetes tipo 1 y mueren a los pocos días de haber nacido (15). 

I.1.2. Los islotes de Langerhans. 
 
Los islotes pancreáticos son microórganos constituidos por una población mixta de 

células endocrinas que, como describió Paul Langerhans en 1869 en su tesis doctoral 

o “Zellhaufen”, en el Laboratorio de Virchow, se encuentran dispersos e incrustados 

en el parénquima del páncreas. Los islotes de Langerhans recibieron esta 

denominación en honor a su descubridor recién en el año 1893, cuando G.E. Laguesse 

los bautizó de ese modo y los describió como estructuras capaces de producir una 

secreción interna.  

Desde entonces han sido blanco de innumerables estudios en el contexto de la 

diabetes, debido a que las hormonas producidas y secretadas por las células que 

forman estos microórganos están implicadas en la regulación de la homeostasis de la 

glucosa. En 1921, Frederick Banting y Charles Best descubrieron la hormona insulina y 

demostraron que ésta puede reducir los niveles de glucosa en sangre en perros (16). 

Este descubrimiento y su posterior desarrollo para uso clínico, en colaboración con 

John Macleod y James Collip, llevó a la obtención del Premio Nobel de Fisiología o 

Medicina a Banting y Macleod en 1923. La insulina es producida y secretada por las 

células β insulares, las cuales desempeñan un rol central en el control de la 

homeostasis glucémica, ya que su falla funcional o la pérdida de su masa serán 

responsables del desarrollo de diabetes (17). 

El tejido endocrino sólo constituye una porción minoritaria de la glándula, 

representando sólo entre el 1 y el 4% del volumen total del páncreas. Los islotes 

pueden tener formas más bien esféricas u ovoides y un diámetro aproximado de 0,3 

mm, en ellos encontramos al menos 5 tipos de células endocrinas secretoras de 

hormonas polipeptídicas (18): 

Células β: son las más numerosas (en roedores constituyen el 65-80 % de las células 

insulares). Producen y secretan insulina en respuesta a diferentes estímulos, 

principalmente a la glucosa. La insulina se encuentra empaquetada en gránulos de 

secreción, formando complejos hexaméricos cristalinos con 2 iones de cinc y 1 de 
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calcio. En el gránulo, la insulina madura convive con el péptido C, con el ácido gama- 

aminobutírico (GABA), una variedad de iones y algunas proteínas solubles como 

cromogranina A y B y polipéptido amiloide de islotes (IAPP, que en condiciones 

patológicas puede formar agregados amiloides). Cada gránulo puede almacenar unas 

200.000 moléculas de insulina y, cada célula β puede contener 2 billones de moléculas 

de insulina. Al microscopio electrónico se pueden observar los gránulos de secreción 

rodeados de un amplio halo claro (17,19). 

Células α: representan del 10 al 20% de la masa endocrina en roedores y se encargan 

de producir y secretar glucagón. Esta hormona genera efectos antagónicos a los de la 

insulina, es decir que su efecto final consiste en elevar los niveles de glucosa en sangre. 

Es una hormona típica del ayuno y su acción previene la hipoglucemia. Son más 

abundantes en los islotes ubicados en la cola del páncreas. Al microscopio electrónico 

estas células presentan gránulos de secreción con un centro de elevada densidad 

electrónica y un estrecho halo periférico claro (20,21). 

Células δ: tanto en roedores como en humanos representan aproximadamente el 5%. 

Estas células producen y secretan la hormona somatostatina. Esta hormona proteica 

es un regulador negativo de otras hormonas como insulina, glucagón y polipéptido 

pancreático (PP), producidas por las células β, α y PP respectivamente. En la mayoría 

de los mamíferos exhiben una morfología similar a una neurona, con proyecciones 

citoplasmáticas que se extienden por todo el islote y permiten regular de manera 

eficiente la función secretora de células α y β. Al microscopio electrónico se pueden 

observar los gránulos de secreción moderadamente opacos y con un tamaño menor a 

los de las células α y β (17,20). 

Células PP: ocupan entre el 1 y el 2% de la población celular del islote. Como ya hemos 

dicho, secretan polipéptido pancreático. En el páncreas humano presentan una 

distribución asimétrica, así, los islotes presentes en la cabeza del páncreas poseen un 

porcentaje de células PP mucho mayor que los que pueblan la cola de la glándula. La 

liberación del polipéptido pancreático luego de la ingesta no está regulada por glucosa, 

sino más bien por el aminoácido arginina y por la actividad de los nervios vago y 

entérico. Este polipéptido regula negativamente la secreción de glucagón y de 

somatostatina cuando las concentraciones de glucosa son bajas; reduce el vaciamiento 
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gástrico y la actividad motora intestinal. Al microscopio electrónico se pueden ver que 

sus gránulos son densos y de tamaño muy heterogéneo (21). 

Células ε: son células muy minoritarias (menos del 1%) que secretan grelina, una 

hormona gastrointestinal producida mayoritariamente en el estómago. Son muy 

abundantes en el período fetal y al nacimiento, pero su número cae drásticamente en 

el adulto (22). En modelos de ratón deficientes en células β la población de células ε 

aumenta considerablemente y, utilizando bloqueos farmacológicos, inmunológicos o 

genéticos de grelina, se observa un aumento de la liberación de insulina estimulada 

por glucosa. Se localizan en áreas marginales de los islotes (23,24).  

Otras células no endócrinas: los islotes a su vez, albergan otros tipos celulares no-

endócrinos que forman parte de su microambiente, tales como células endoteliales, 

(que forman capilares intra-islotes fenestrados) y macrófagos M1 (fenotipo que 

adoptan bajo señales inflamatorias como INFγ y LPS) y M2 (asociado a señales anti-

inflamatorias) con roles en la patogenia y en la regulación de la masa de las células β 

respectivamente (25). En preparaciones de islotes aislados con colagenasa es habitual 

encontrar otros tipos celulares que tienen contacto estructural con los islotes como 

células acinares y ductales pancreáticas, células estrelladas y de Schwann, mastocitos 

y linfocitos (26) (Figura I.3).  

 

 

Figura I.3. Diferentes tipos celulares que pueden encontrarse en preparaciones de 
islotes aislados. El tratamiento del páncreas con colagenasa permite aislar islotes de 
Langerhans que, debido a su estrecha interacción con diversos tipos celulares del 
páncreas, puede contener una gran variedad de fenotipos celulares no endocrinas 
tal como se resumen en el esquema. Adaptada de (26). 
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Si bien no existen diferencias de tamaño entre los islotes de humanos y de roedores, 

estos últimos presentan una distribución celular muy ordenada, con las células β 

ocupando el centro del islote, rodeadas por un manto de células no β, mientras que en 

los humanos las diferentes células endocrinas se distribuyen más azarosamente (Figura 

I.4), aunque ya se han descripto más de 50 patrones diferentes de distribución (18,27). 

 
Figura I.4. Imagen de inmunofluorescencia 
de un islote humano (izquierda) y uno de 
ratón (derecha). Se muestra la arquitectura 
de islotes humanos y de ratón con inmuno 
fluorescencia roja para la insulina, verde 
para el glucagón y azul para somatostatina. 
Las áreas negras que se observan dentro del 
islote humano están ocupadas por vasos 
sanguíneos. Adaptada de (28). 
 

 
Los islotes humanos contienen un porcentaje más alto de células α y un porcentaje 

ligeramente menor de células β (20) que los murinos, tal como se observa en la Tabla 

I.1.  

Tabla I.1. Comparación de la composición celular de islotes de roedores y humanos. 
 

 

 

I.1.3. Irrigación. 
 
Los vasos sanguíneos que rodean a los islotes son del tipo capilar sinusoide, presentan 

interrupciones (o fenestraciones) y la membrana basal está muy poco desarrollada o 

ausente, lo que facilita el intercambio de sustancias con los tejidos aun cuando la 

cantidad de sangre circulante sea pequeña y su velocidad baja (29). La sangre fluye 

desde el centro del islote hacia la periferia, permitiendo que la insulina producida por 

las células β module de manera paracrina la función secretora de las células α, δ, PP y 

ε. Adicionalmente, existen vasos sanguíneos que irrigan la periferia del islote, en 

estrecho contacto con las células α, δ, PP y ε que contribuye a que los distintos tipos 

celulares del islote se regulen mutuamente a través de mecanismos paracrinos, como 

la inhibición de la secreción de insulina y glucagón por parte de la somatostatina y la 
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inhibición de la secreción de células α y γ por parte de la insulina y del polipéptido 

pancreático (27). Adicionalmente, existe una circulación arterial exclusiva para la 

irrigación del páncreas exocrino (30). 

I.1.4. Inervación. 
 
Las fibras simpáticas, parasimpáticas y nervios sensoriales inervan los islotes, siendo el 

sistema parasimpático el responsable de la regulación nerviosa de la secreción de sus 

hormonas a través de neurotransmisores no colinérgicos. Las fibras de este sistema se 

originan en las neuronas de los ganglios intrapancreáticos, las cuales reciben señales 

directas del tronco encefálico a través del nervio vago (31,32). La inervación simpática 

de los islotes es promovida por el factor de crecimiento nervioso (NGF) el cual regula 

recíprocamente la liberación de hormonas en respuesta a la hipoglucemia mediante la 

inhibición de la liberación de insulina (activando los receptores adrenérgicos α2 en las 

células β) (33) y la estimulación de la secreción de glucagón (activando los receptores 

adrenérgicos β2 en las células α). Los mediadores químicos que se han encontrado en 

el páncreas son noradrenalina, acetilcolina, péptido intestinal vasoactivo, GABA y la 

galanina (30). 

I.1.5. Contactos célula-célula. 
 
Las células del islote se relacionan entre sí principalmente por 2 tipos de unión célula-

célula, las uniones estrechas (u oclusivas) y las comunicantes o de tipo GAP. Las 

uniones estrechas, que generan puntos de contactos mediados por ocludinas y 

claudinas, fusionan las membranas plasmáticas de dos células vecinas y funcionan 

como sistema de barrera para el pasaje de sustancias. Las de tipo GAP posibilitan el 

intercambio citoplasmático célula-célula de electrolitos y nucleótidos a través de 

pequeños canales de 20 A° de diámetro constituidos por proteínas en forma de 

hexámero, permitiendo un acoplamiento funcional que influye en el comportamiento 

secretor de las células (34).  
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I.2. La célula β y su función secretora de insulina. 

 
 
La insulina es una hormona peptídica que se une a receptores ubicados en la 

membrana de células diana que tienen la capacidad de orquestar una respuesta 

anabólica integrada frente a la disponibilidad de nutrientes. El incremento en la 

concentración sanguínea de glucosa, aminoácidos y algunos ácidos grasos (AG) 

estimulan la secreción de insulina por parte de las células β pancreáticas, la cual induce 

el transporte de dichos sustratos desde el medio extracelular al intracelular para ser 

metabolizados y/o almacenados. Esto permite que los niveles en sangre de estas 

moléculas vuelvan a ser normales y, de esta manera, la secreción de insulina deja de 

ser estimulada y se completa el ciclo de retroalimentación negativa.  

I.2.1. La molécula de insulina: estructura y biosíntesis. 
 
La insulina se ha aislado en diversas especies de vertebrados, e incluso en no 

vertebrados como gusanos e insectos (35). En los vertebrados se compone de dos 

cadenas polipeptídicas (A y B) unidas por dos puentes disulfuro (36). La insulina 

humana posee 51 aminoácidos, de los cuales 21 se ubican en el péptido A y 30 en el 

péptido B. El péptido A posee a su vez un puente disulfuro intercatenario extra. 

Aunque en la mayoría de las especies existe sólo un gen que codifica a la insulina, 

también existen casos tales como el de la rata, el ratón y algunos peces que poseen 

sistemas de dos genes. En la región regulatoria del gen de insulina existen elementos 

formados por secuencias nucleotídicas discretas (cajas A, C, E, Z y elementos CRE) que 

sirven de sitios de unión para factores de transcripción como el Pdx-1, NeuroD, MafA 

y otros que regulan su expresión (37).  

El gen de insulina humano está localizado en el brazo corto del cromosoma 11, posee 

una longitud de 1355 pares de bases (38) y cuenta con 3 regiones codificantes (exones) 

y 2 regiones no codificantes (intrones). El primer exón codifica el péptido señal 

(extremo NH2 terminal), el exón 2 codifica la cadena B y una porción del péptido C y el 

tercero codifica la cadena A y el otro fragmento del péptido C.  
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El procesamiento del transcripto primario (en el que se eliminan las secuencias 

intrónicas) da como resultado un ARNm que sale del núcleo y comienza su traducción 

en ribosomas libres del citosol. El primer fragmento traducido corresponde al péptido 

señal, el cual es reconocido por la ribonucleoproteína SRP (partícula de reconocimiento 

de señal) la cual se une a este péptido y permite la traslocación de la maquinaria de 

traducción hacia el retículo endoplasmático rugoso (RER) donde culminan la síntesis 

de la preproinsulina, un precursor de 110 aminoácidos. La preproinsulina es procesada 

a proinsulina (péptido de 9.000 Da y 86 aminoácidos) en el lumen del RER por 

eliminación del péptido señal y la formación de tres enlaces disulfuro (Figura I.5A). La 

proinsulina recién formada es exportada en vesículas del RER al Aparato de Golgi 

donde se culmina el procesamiento y se obtiene, finalmente, la insulina y el péptido C 

(31 aminoácidos) en cantidades equimolares gracias a la acción de las enzimas 

endoproteasas PC1/3, PC2 y la carboxipeptidasa E (CPE) que generan dos cortes en la 

proinsulina y la eliminación de 4 aminoácidos. Luego, la insulina y el péptido C se 

almacenan juntos en los gránulos de secreción (39) los que finalmente se desplazan a 

través del citoplasma desde la cara trans del Golgi hasta la membrana celular y se 

liberan por exocitosis (Figura I.5B).  

 

Figura I.5. Procesamiento de la insulina. A) Representación gráfica de la estructura 
primaria de la insulina humana y procesamiento de la proinsulina. En verde se 
grafican los aminoácidos que forman parte de la cadena B, en rojo los aminoácidos 
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que se pierden en el procesamiento, en amarillo los aminoácidos que forman el 
péptido C y en violeta los que conforman la cadena A. B) Esquema del pasaje y 
procesamiento de la proinsulina desde su generación en el RER hasta su 
empaquetamiento en el gránulo de secreción (30). 

En la membrana del gránulo existe una proteína llamada ICA512 (autoantígeno de la 

célula del islote 512) que interviene en el anclado del gránulo al cortex celular de actina 

para la posterior liberación de su contenido al torrente sanguíneo. Esta proteína 

resulta clave en el control de la expresión del gen de la insulina, ya que una vez que el 

gránulo libera la insulina de la célula, un fragmento de ICA512 se dirige al núcleo para 

ejercer un mecanismo de retroalimentación positiva que impide que la célula se quede 

sin insulina cuando ésta es liberada. Como contra regulación, existe un mecanismo 

denominado crinofagia que sirve para regular negativamente la cantidad de insulina 

almacenada. En este proceso, los gránulos se fusionan con lisosomas y se lleva a cabo 

la degradación proteolítica de la insulina y del péptido C (40). 

 

I.2.2. Estímulos de la secreción de insulina. 
 
La secreción de insulina, que se da por exocitosis de los gránulos de secreción, es un 

proceso muy regulado. Su principal regulador positivo es la glucosa, aunque también 

existen otras moléculas e iones capaces de estimular su liberación: 

Glucosa: La glucosa ingresa a las células β a través del transportador 2 de glucosa 

(GLUT2), un transportador cuyo gen se expresa de manera constitutiva en estas 

células, y posee baja afinidad por la glucosa, lo que permite que no se sature y que este 

azúcar ingrese a favor de gradiente por difusión facilitada, de manera independiente 

de insulina. Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada a glucosa 6 fosfato 

por la enzima hexoquinasa o glucoquinasa. La hexoquinasa sólo es activa en un rango 

bajo de concentraciones de glucosa ya que posee un bajo Km  (gran afinidad por este 

azúcar), por lo que se satura rápidamente y es inhibida por el producto de reacción. En 

cambio, la glucoquinasa permanece activa a altas concentraciones de glucosa y no se 

inhibe por la glucosa 6 fosfato. La glucoquinasa está presente en las células β, y debido 

a su gran capacidad catalítica y alto Km, funciona como un verdadero censor de 

glucemia. La glucosa 6 fosfato sigue la vía glucolítica y, la posterior entrada del piruvato 

a las mitocondrias, completa la oxidación aeróbica con la consecuente producción de 
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ATP. El aumento de la relación ATP/ADP que se registra en estas células es el 

responsable del cierre de los canales de potasio dependientes de ATP (KATP) y de la 

despolarización de la membrana que promueve la apertura de los canales de calcio 

regulados por voltaje (Cav). El aumento de la concentración intracelular de calcio 

induce la fusión de los gránulos de secreción con la membrana plasmática y la 

consecuente liberación de la insulina al torrente sanguíneo por exocitosis (Figura I.6) 

(41).  

Figura I.6. Secreción 
de insulina estimulada 
por glucosa. Para una 
descripción detallada, 
referirse al texto 
precedente. 

 

 

 

 

 

Aminoácidos: Algunos aminoácidos como arginina, lisina y leucina son capaces de 

estimular la secreción de insulina, aunque por mecanismos diferentes. La arginina, por 

ejemplo, no necesita metabolizarse para ejercer su acción estimulante de la secreción 

de insulina; mientras que la leucina se debe metabolizar para aumentar la producción 

de ATP, lo que termina despolarizando la membrana plasmática. Otros aminoácidos, 

como la glutamina en combinación con leucina, si bien no estimulan la secreción de 

insulina, son capaces de potenciar la secreción de insulina estimulada por glucosa 

(SIEG) (42). Por el contrario, en períodos de ayuno, cuando existe un cierto grado de 

proteólisis, algunos aminoácidos se metabolizan para generar energía en la célula y 

otros, como la alanina y la glutamina, se liberan a la sangre y estimulan la secreción de 

glucagón que estimula la liberación hepática de glucosa con la consecuente elevación 

de la glucemia que, en definitiva, culmina desencadenando la secreción de insulina 

(43,44). 

AG y cuerpos cetónicos: El aumento de la concentración tanto de los AG como de los 

cuerpos cetónicos provocan el aumento de la secreción de insulina actuando como un 
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mecanismo de retroalimentación negativa (ya que ésta inhibe la cetogénesis y la 

movilización de AG). El metabolismo intracelular de los AG origina moléculas de señal 

lipídica tales como acil-CoA de cadena larga y diacilglicerol (DAG). La acil-CoA de 

cadena larga podría acilar proteínas esenciales en la fusión de gránulos de insulina y el 

DAG activa la proteín-quinasa C, que está implicada en el aumento de la secreción de 

insulina (45,46). 

Electrolitos: El potasio en altas concentraciones (20 Mm) en el medio extracelular 

provoca el cierre de los canales de K+ por lo que estimula la secreción de insulina a 

través de la vía anteriormente descripta. Por otro lado, el calcio interviene en la 

secreción de insulina ya que se une a la proteína reguladora CM y termina activando a 

una quinasa encargada de fosforilar diferentes componentes del citoesqueleto. El 

aumento de calcio citosólico también puede darse a través de su liberación desde los 

depósitos intracelulares (mitocondria y REL), la cual se da por apertura de canales 

regulados por inositol 3 fosfato (IP3), metabolito que se produce a partir de 

fosfolípidos de membrana por acción de la fosfolipasa C (47,48).  

Drogas hipoglucemiantes: Las sulfonilureas son un tipo de droga que aumenta la 

liberación de la insulina preformada (primera fase de la secreción de insulina) y no 

estimulan su biosíntesis. Para que puedan actuar se precisa de la existencia de cierta 

integridad de la función pancreática. Su acción hipoglucemiante viene dada por su 

unión a una de las subunidades del canal de potasio dependiente de ATP, lo cual 

provoca su cierre (49). 

Hormonas: Ya mencionamos los efectos paracrinos de las hormonas insulares, por lo 

que faltaría agregar el efecto de:  

Péptido glucagón-simil-1 (GLP-1): es una incretina secretada por las células L del 

intestino en respuesta a una recarga de nutrientes. La activación del receptor de GLP-

1 en las células β activa a la enzima adenilato ciclasa, llevando al aumento de los niveles 

de AMPc y la consecuente potenciación de la SIEG (50). Además de este efecto, GLP-1 

desempeña múltiples acciones que favorecen el control de la homeostasis glucémica. 
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Leptina: La leptina es una adipoquina que posee un efecto anorexigénico e inhibidor 

de la secreción de insulina y participa activamente en la regulación del balance 

energético, el metabolismo y el peso corporal (51). Estimula la hidrólisis de TG y la 

oxidación de AG, disminuyendo así tanto sus niveles circulantes como su depósito 

tisular (52). Niveles circulantes de leptina dentro del rango normal, protegerían contra 

el daño tisular inducido por el depósito de lípidos (53) y, en consecuencia, las 

alteraciones del metabolismo de los lípidos descriptas en el síndrome metabólico 

podrían ser secundarias a una leptinorresistencia (LR). Existen diferentes isoformas del 

receptor de leptina (denominado ObR), entre las que la isoforma ObRb sería la más 

activa (54), actuando a través de una vía intracelular que involucra proteínas de las 

familias JAKs y STATs. Tanto en modelos que utilizan islotes animales como humanos 

se ha demostrado que la leptina también disminuye los niveles de proinsulina a través 

de la activación del SOCS3 (“supresor de a señalización por citoquinas 3”) que también 

autolimita la señal de la propia leptina, regulando negativamente la cascada de 

fosforilaciones de las JAKs/STAT (55).  

 

I.2.3. Características de la SIEG. 
 
La curva de secreción de insulina en respuesta al aumento de la glucemia es de tipo 

sigmoidal; la glucosa comienza a estimular la secreción de insulina a una concentración 

umbral aproximada de 3,3 mM y el incremento mayor se produce en el rango de 4 a 

16 mM (56). 

La liberación de insulina se produce de manera bifásica y pulsátil (5-15 pulsos por 

minuto). La primera es rápida y de breve duración e involucra la liberación de los 

gránulos de insulina preformados (57), la segunda fase, de crecimiento lento y 

sostenido, en cambio, está relacionada con la biosíntesis de insulina y sería 

consecuencia de la metabolización de la glucosa en las células β. Se ha demostrado 

que la insulina liberada durante la primera fase produce un rápido ascenso de los 

niveles de insulina a nivel intersticial y una impregnación de los tejidos blanco, 

especialmente el hígado, que permite una regulación más efectiva del metabolismo de 

la glucosa (Figura I.7) (58).  
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Figura I.7: Gráfica de la liberación bifásica de 
insulina en respuesta al estímulo con glucosa. 
Adaptado de (59). 

 

 

 

 

La secreción pulsátil promueve oscilaciones en la concentración periférica de la 

hormona que son sincrónicas con el ciclo de endocitosis y retorno a la membrana 

celular del receptor de insulina (60) que le permite llegar a los mismos efectos 

hipoglucemiantes con un 25% menos de hormona que si la liberación hubiese sido 

continua (61), produciendo un ahorro de energía que optimiza la secreción/acción de 

la insulina liberada y la función de las células β. 

Tanto la primera fase de secreción de insulina como su modalidad pulsátil se alteran 

precozmente en la DT2, por lo que su medida es útil para evaluar la declinación 

progresiva de la función secretora de las células β. 

 

I.2.4. El receptor de insulina y su vía de señalización intracelular. 
 
La insulina logra generar su efecto biológico a través de la unión a su receptor, que se 

denomina receptor de insulina (RI) y está situado en las membranas de las células 

diana, y de una cascada de reacciones intracelulares que amplifican la señal y conducen 

a que se lleve a cabo la respuesta celular.  

El receptor es una proteína tetramérica que consiste en dos subunidades α 

extracelulares y dos subunidades β transmembrana unidas por puentes disulfuro (62). 

Cuando la insulina se une a la subunidad α del receptor sufre un cambio 

conformacional que induce la activación de la actividad tirosina quinasa de las 

subunidades β que se autofosforila, recluta al sustrato del receptor de insulina (IRS)  

(63,64) y lo fosforila en múltiples residuos de tirosina, lo que permite su asociación con 

proteínas que contienen dominios de homología Src 2 (SH2) (65,66). 
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Los acontecimientos intracelulares que se desarrollan en la célula diana luego de la 

unión de la insulina a su receptor se muestran en la Figura I.8 y se resumen en tres 

niveles: 

 Las mencionadas fosforilaciones iniciales a nivel de Tyr mediadas por la 

subunidad β del receptor que se autofosforila y posteriormente fosforila a la 

proteína IRS. 

 Fosforilaciones y desfosforilaciones en residuos serina de diversos sustratos 

mediadas por proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). 

 Movilización y activación de transportadores de glucosa junto a la activación de 

enzimas que participan en la síntesis de glucógeno, lípidos y proteínas involucradas 

en el control de la expresión génica y crecimiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.8. Cascada intracelular de señalización de la insulina. Para una descripción 
detallada, referirse al texto en esta sección. Adaptado de (67). 

 

Estudios con ratones KO desenmascararon las diversas funciones de los IRS y su 

importancia en la vía de señalización de la insulina (68,69). La vía crítica que los vincula 

con la acción metabólica de la insulina es la vía de PI3K/Akt. La fosfoinositol 3 quinasa 

(PI3K) es una proteína heterodimérica que contienen una subunidad regulatoria y una 

catalítica (70). El reclutamiento y la activación de esta enzima depende de la unión de 

la subunidad regulatoria con proteínas IRS fosforiladas en tirosina (63). Esto resulta en 

la activación de la subunidad catalítica que fosforila al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato 
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(PIP2) de la membrana plasmática para generar fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) 

que es un lípido que funciona de segundo mensajero y recluta a otra enzima quinasa, 

llamada protein-quinasa B (Pkb, que también es denominada Akt). Esta enzima es 

importante porque amplifica la cascada de fosforilación de quinasas y así logra jugar 

un rol central en mediar otras acciones de la insulina como regular la expresión y 

actividad de un amplio rango de proteínas que incluye enzimas, factores de 

transcripción, proteínas que regulan el ciclo celular, apoptosis y proteínas de 

supervivencia. 

Otra de las ramas esenciales de la vía de señalización de insulina es la de Grb2-SOS-

Ras-MAPK. Los IRS fosforilados se unen a Grb2 y Shc que por medio de fosforilación 

activan al complejo Ras-GDP, convirtiéndolo en Ras-GTP. Esta vía termina activando a 

las MAP quinasas ERK1 y 2 que tienen un efecto directo en la proliferación y 

diferenciación, en la regulación de la expresión génica y en eventos extra-nucleares 

(reorganización del citoesqueleto y activación de targets en el citosol y núcleo). 

La mayoría de los reguladores negativos de la acción de la insulina (como por ejemplo 

PTP1B, LAR, PP2B y PTEN) tienen como mecanismo de acción desfosforilar a proteínas 

claves de esta vía de señalización. En el caso particular de SOCS2 y SOCS3, ambas 

compiten con IRS por la unión al receptor de insulina y también los marcan para que 

sean degradadas.  

I.2.5. Tejidos diana de la insulina y sus efectos. 
 
La insulina ejerce efectos directos en células del músculo esquelético, hígado y tejido 

adiposo blanco, tal como se resume en la Figura I.9 y la Tabla I.2. Las células de estos 

tejidos poseen en sus membranas tanto el receptor de insulina como los GLUT4 

(transportadores de glucosa dependientes de insulina pertenecientes a la familia 

GLUT) (71) que permiten la internalización de este monosacárido para mantener la 

homeostasis glucémica. 

 En el músculo esquelético, la insulina aumenta el transporte de glucosa promoviendo 

su fosforilación y su almacenamiento en forma de glucógeno y también acrecienta la 

captación de aminoácidos. Utilizando un lapso de tiempo mayor, la insulina aumenta 

la síntesis de proteínas lo que lleva a un aumento de los niveles de hexoquinasa activa.  
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La insulina activa en el hígado la síntesis de glucógeno a partir de estimular a una 

fosfatasa que desfosforila a la enzima glucógeno-sintasa (activándola) y a la glucógeno 

fosforilasa (inactivándola). Además, disminuye la expresión del gen de glucosa 6 

fosfatasa (enzima que desfosforila la glucosa y permite la liberación hepática de 

glucosa) y de algunos genes gluconeogénicos a la vez que estimula la síntesis de 

glucoquinasa. Favorece la lipogénesis, a través del aumento de la síntesis de AG, que 

son exportados desde el hígado como TG cargados en las lipoproteínas plasmáticas 

(VLDL).  

En el tejido adiposo blanco, la insulina suprime la lipólisis y aumenta el transporte de 

glucosa y la lipogénesis. El depósito de grasas en el tejido adiposo aumenta debido 

tanto al incremento de la síntesis de AG (aumentando la actividad de acetil CoA 

carboxilasa) y TG, como al de la captación de grasas provenientes de las lipoproteínas. 

Figura I.9. Principales 
efectos de la insulina en el 
hígado, músculo 
esquelético y tejido 
adiposo blanco. Para una 
descripción detallada, 
referirse al texto 
precedente. Adaptado de 
(72). 
 

 
 
 
 

 
 
 
Tabla I.2. Procesos modulados por la insulina en músculo, hígado y tejido adiposo (73). 

Órgano Efecto Diana 

Músculo y tejido adiposo ↑ Captación de glucosa GLUT4 

Hígado ↑ Activación de glucosa Glucoquinasa 

Hígado y músculo 

↑ Síntesis de glucógeno Glucógeno sintasa 

↓ Glucogenólisis Glucógeno fosforilasa 

↑ Glucólisis Fosfofructoquinasa 1 

Hígado y tejido adiposo ↑ Síntesis de AG AcetilCoA carboxilasa 

Tejido adiposo ↑ Síntesis de TG Lipoproteín lipasa 
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I.3. Fisiopatología de la DT2 y de la PD. 
 

I.3.1. Diabetes. 
 
La epidemia de DT2 se relaciona con la obesidad y la inactividad física y con diversos 

FRCV. Cuando estos factores se combinan con una base hereditaria determinada 

comienza un deterioro de la masa y de la función de las células β, el cual es precedido 

por una menor respuesta de los tejidos periféricos a la insulina (insulinorresistencia) 

(74), por lo que podemos afirmar que la diabetes no es solamente hiperglucemia, sino 

que se trata de un desbalance metabólico en que muchos órganos y sistemas están 

involucrados. 

Fue así como Ralph DeFronzo explicó a principios del presente siglo la implicancia 

multiorgánica en la fisiopatología de la DT2 y la instalación de la hiperglucemia, 

comenzando en sus primeras descripciones como un “triunvirato” integrado por las 

células β, el hígado y el músculo esquelético, para luego hacerlo crecer a un “octeto” 

en el que incorporó al tejido adiposo, intestino, las células α del páncreas, el riñón y al 

cerebro (75). En la actualidad se considera que su clásico “octeto ominoso” se ha 

convertido en los “once malvados” (76) que enumeramos a continuación y se resumen 

en la Figura I.10: 

 disminución de la masa y función de las células β pancreáticas,  

 secreción anormal de glucagón,  

 disfunción hepática con acúmulo anormal de grasa (esteatosis hepática),  

 disfunción de transmisores a nivel central,  

 aumento y disfunción de la masa de tejido adiposo visceral,  

 disminución de la efectividad de las incretinas intestinales,  

 disminución de la captación/utilización de glucosa muscular, 

 aumento del aporte renal de glucosa al torrente sanguíneo, 

 procesos inflamatorios,  

 procesos estomacales e intestinales que aumentan la absorción de glucosa y  

 desarreglos en el bioma intestinal. 
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Figura I.10. Los once malvados. Esquema adaptado de (76) en la que propone la 
contribución de 11 actores a la elevación de la glucemia sumándole 3 a los ya clásicos 
incluidos en el “octeto ominoso” de DeFronzo. En los carteles celestes enumeramos 
las alternativas terapéuticas propuestas para detener o atenuar el efecto de cada 
uno de dichos actores, se identifican con un + aquellos que contribuyen a la 
disminución del peso y con * a los que ejercen su efecto sobre los FRCV.   

Como acabamos de ver, resulta fundamental para mantener la homeostasis glucémica 

que las células β insulares mantengan una adecuada función secretora y conserven su 

masa celular. La falla funcional de las células β tiene correlación con la edad, la 

resistencia a la insulina y la existencia de ciertos polimorfismos, como el del alelo T del 

gen TCF7L2, que se asocian con el deterioro de la secreción de insulina in vivo y la 

reducción de la capacidad de respuesta al GLP-1. Otros elementos que conspiran 

contra la integridad funcional de la célula β son la lipotoxicidad (depósito de AG), la 

glucotoxicidad (niveles de glucosa en plasma crónicamente elevados), depósitos 

amiloides de IAPP y anormalidades en el eje de incretinas. Por otro lado, para 

mantener una masa adecuada de células β, es primordial llegar a un equilibrio entre 

los mecanismos que la aumentan, como son la generación de nuevas células 

(neogénesis a partir de precursores, diferenciación de otras células maduras o 

proliferación de células β preexistentes) y, en menor medida, el aumento del tamaño 

celular (hipertrofia); con aquellos procesos que la disminuyen, entre los que podemos 

mencionar a la muerte celular por apoptosis y a la disminución del tamaño celular β 

(atrofia) (77). 

En cuanto a la apoptosis existen dos vías posibles: la extrínseca o de receptor de 

muerte y la intrínseca o vía mitocondrial. Ambas vías convergen en la activación de 
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caspasa 3, la cual activa a la endonucleasa responsable de la degradación del ADN 

nuclear y proteasas que generan una reorganización del citoesqueleto. La vía 

extrínseca involucra interacciones mediadas por receptores transmembrana de 

muerte y los ligandos externos como FasL y el factor de necrosis tumoral (TNF), la 

formación de un complejo intracelular de muerte (DISC) en el que participa la 

procaspasa 8 (caspasa iniciadora de la vía extrínseca) que tras su activación 

autocatalítica estimula su propio clivaje y la activación posterior de la caspasa 3 

efectora. En la vía intrínseca, por el contrario, el estímulo surge como consecuencia del 

daño irreparable en el ADN, presencia de radicales libres, ausencia de señales de 

supervivencia y otros capaces de generar cambios en la permeabilidad mitocondrial 

que facilitan la liberación del citocromo C y proteínas pro-apoptóticas del espacio 

intermembrana al citosol. La unión del citocromo C a Apaf-1 y a procaspasa 9 forman 

una estructura conocida como apoptosoma que permite la activación secuencial de la 

propia caspasa 9 y la caspasa efectora (caspasa 3). El control y la regulación de los 

eventos mitocondriales están a cargo de miembros de la familia de las proteínas Bcl-2, 

dentro de las cuales están las anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL y Bcl-XS) y las pro-

apoptóticas (Bax, Bak, Bid, Bim y Bik) (78). 

Otro de los elementos disruptivos de la homeostasis glucémica es la 

insulinorresistencia (IR). En el hígado, la resistencia a la insulina se manifiesta por una 

sobreproducción de glucosa durante el estado basal, mientras que, en el músculo, por 

una alteración en la captación de glucosa después de la ingesta de una comida rica en 

carbohidratos, produciendo una hiperglucemia posprandial. Otros defectos en la 

acción de la insulina en los miocitos incluyen el deterioro de la fosforilación de glucosa, 

la reducción de la síntesis de glucógeno y la disminución de la oxidación de glucosa. 

Las células del tejido adiposo se convierten en resistentes a la insulina y cambian su 

topología convirtiéndose en células alargadas, con capacidad reducida para almacenar 

grasas. Por esta razón, los AG aumentan su concentración en plasma generando 

lipotoxicidad y aumento de gluconeogénesis. Los lípidos también pueden desbordarse 

hacia las células lisas vasculares arteriales, lo que conduce a la aceleración de 

aterosclerosis. Las células grasas también experimentan cambios en su perfil secretor, 

aumentando la secreción de adipoquinas inflamatorias y ateroscleróticas.  
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El riñón, por su parte, aumenta la capacidad de reabsorción tubular de glucosa por 

aumento del cotransportador Na-glucosa (SGLT2). 

La secreción de GLP-1 es deficiente por lo que el glucagón aumenta en plasma, 

impidiendo la supresión de la producción hepática de glucosa. 

I.3.2. Bases moleculares de generación de complicaciones de la diabetes. 
 
Todas las formas de la diabetes están caracterizadas por hiperglucemia crónica y, si no 

se controlan adecuadamente, los pacientes desarrollan patologías microvasculares 

específicas de la diabetes en retina, glomérulos renales y nervios periféricos. Como 

consecuencia de las patologías microvasculares, la diabetes puede llevar a ceguera, 

enfermedad renal terminal y una variedad de neuropatías. La diabetes también se 

asocia con enfermedades macrovasculares ateroscleróticas aceleradas que afectan 

arterias que suministran sangre al corazón, el cerebro y extremidades bajas. Como 

consecuencia de esto, los pacientes diabéticos tienen mayor riesgo de desarrollar 

infarto de miocardio, accidente cerebro vascular (ACV) y amputación de los miembros 

(79).  

Brownlee esgrimió un modelo que responsabiliza a la hiperglucemia y al estrés 

oxidativo (EO) que esta genera como el centro a partir del cual se exacerban 4 vías 

metabólicas responsables de la aparición de las complicaciones diabéticas (80). En su 

modelo unificado de bases bioquímicas de las complicaciones (79) propone que los 

radicales libres conducen al daño en el ADN y a la activación de la maquinaria de 

reparación. Una de las enzimas de esta maquinaria es la poli-ADP-ribosa polimerasa 

(PARP) que para ejercer su acción consume grandes cantidades de NAD+, deteniendo 

la ruta glicolítica a nivel de la enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 

que cataliza la oxidación de gliceraldheído-3-fosfato (GA3P) a 1,3 bisfosfoglicerato. La 

detención de la vía en este paso genera el acúmulo de los metabolitos intermedios “río 

arriba”, y su consecuente desvío hacia otras vías metabólicas que actuarían como 

disparadores de ciertas complicaciones de la diabetes (Figura I.11). 
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Figura I.11.  Complicaciones de la diabetes. Teoría unificada de Brownlee.  La 
hiperglucemia genera una sobreproducción de ión superóxido y la consecuente 
depleción de NAD+ que provoca la inhibición de GAPDH y la acumulación corriente 
arriba de  GA3P, Fructosa-6P y glucosa, que llevan a la activación de las viás de 
producción de AGEs, de activación de PKC, de las hexosaminas y de los polioles, 
responsables bioquímicos de las complicaciones de la diabetes. Adaptado de (79). 

 

I.3.2.A. Acúmulo de triosas fosfato y aumento de la formación de productos finales 

de glicación avanzados (AGEs).  

 
El gliceraldehído 3 fosfato (GA3P) y la y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), las dos triosas 

intermediarias en la ruta glicolítica, cuando se encuentran en exceso pueden 

convertirse en metilglioxal, que es el principal precursor de la formación de productos 

finales de glicación avanzada (AGEs) intracelulares (Figura I.12). 

 

Figura I.12. Formación de metilglioxal en 
condiciones de exceso de triosas-fosfato 
(Gliceraldehido-3-fosfato ó Dihidroxiacetona 
fosfato). 

 

 

Los AGEs son proteínas que pierden su funcionalidad por la unión no enzimática de sus 

grupos NH2 a derivados de azúcares simples como glioxal (surgido de la auto-oxidación 

intracelular de glucosa), 3-deoxiglucosona (generado por descomposición de 

productos de Amadori) y el ya mencionado, metilglioxal. Esta modificación estructural 
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genera interacciones anormales entre ellas, como es el caso de las proteínas de la 

matriz extracelular y de proteínas plasmáticas.  Su unión a receptores de AGE en células 

endoteliales, mesangiales y macrófagos generan un aumento de especies reactivas del 

oxígeno (ROS). En los vasos sanguíneos, los AGEs disminuyen su elasticidad y aumentan 

la filtración de fluidos a través de la arteria carótida (81-84).  

I.3.2.B. Acúmulo de DHAP y activación de la proteína quinasa C (PKC). 
 
La hiperglucemia activa indirectamente a la enzima PKC debido a que el acúmulo de 

triosas-P deriva en la formación de glicerol 3 fosfato y su posterior acilación para 

formar DAG de novo, que junto al ión Ca+2, es necesario para activar a la PKC (Figura 

I.13) (85,86). La activación de ciertas isoformas de esta enzima conduce a 

anormalidades en el flujo sanguíneo en retina y riñón por la disminución de la 

producción de óxido nítrico en los glomérulos y en células del músculo liso (87,88). Las 

principales consecuencias son la inhibición de la sintasa de óxido nítrico endotelial 

(eNOS), aumento de la secreción de endotelina-1 (ET-1) en células mesangiales, 

inducción de expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y 

consecuente aumento en la permeabilidad de células endoteliales del músculo liso, 

aumento de la acumulación de proteínas de la matriz microvascular, activación de las 

vías de NF-kB y oxidasas dependientes de NADPH y aumento de la expresión del 

inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1) (Figura I.13) (79). 

Figura I.13. Activación de isoformas β y δ de PKC por aumento de DAG en condiciones 
de hiperglucemia. Reacciones de conversión de DHAP en DAG, el principal activador 
de PKC y sus distintos efectos fisiopatológicos que se desencadenan en condiciones de 
hiperglucemia. eNOS: óxido nítrico (NO) sintasa endotelial (NO es un vasodilatador); 
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ET-1, endotelina 1 (vasoconstrictor); PAI-1: inhibidor del activador de plasminógeno 1; 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante β; VEGF: Factor de crecimiento endotelial 
vascular. Adaptado de (79). 

 

I.3.2.C. Acúmulo de fructosa-6-fosfato y aumento del flujo en la vía de las 

hexosaminas. 

 
La fructosa-6-fosfato se desvía de la glucólisis para proporcionar sustratos para 

reacciones que requieren UDP-N-acetilglucosamina, tales como la síntesis de 

proteoglicanos y la formación de proteínas o-glicosiladas. El aumento de flujo en la vía 

de las hesoxaminas tiene que ver con las consecuencias que tiene la hiperglucemia en 

la transcripción génica por la o-acetil-glucosaminación de factores de transcripción 

claves para la expresión del gen PAI-1 y del TGF-β (Figura I.14). La O-acetil-

glucosaminación en la proteína eNOS la inhibe y, las isoformas de PKC se activan por 

la glucosamina (89,90). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.14. Vía de las hexosaminas. La enzima GFAT (Gln-F6P amido-transferasa) 
cataliza la formación de glucosamina-6-P a partir de Fructosa-6-P y del aminoácido 
glutamina (Gln). La glucosamina-6-P se une a UDP (UDP-GlcNac), que puede O-
glicosilar proteínas en Ser o Thr por acción de OGT (N-acetilglucosamina-O-
transferasa). Factores de transcripción glicados (como el SP1) activan la expresión 
del gen de PAI-1 (inhibidor del activador del plasminógeno 1) y del TGF-β 1 (factor 
de crecimiento transformante β1). Adaptado (79). 

 

 I.3.2.D. Aumento de flujo en la vía de los polioles. 
 
En un ambiente hiperglucémico, el aumento de glucosa intracelular en ciertos tipos 

celulares cuya captación de glucosa es independiente de insulina, la activación de la 

enzima aldosa reductasa cataliza la conversión enzimática de glucosa a sorbitol, 
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compitiendo con las enzimas glutatión reductasa y óxido nítrico sintasa por la 

utilización de NADPH, por lo que disminuye la capacidad de regenerar glutatión 

reducido en la defensa antioxidante y los niveles de óxido nítrico, provocando 

vasoconstricción. Debido a que el sorbitol no atraviesa las membranas, la acumulación 

de sorbitol genera daño osmótico, que en el caso del cristalino es el causante de 

cataratas. A su vez, el sorbitol se metaboliza por acción de la enzima sorbitol 

deshidrogenasa, generando el aumento de NADH en el citosol y el consecuente 

aumento del ion superóxido a través de la actividad NADH-oxidasa. La fructosa 

generada en esta reacción puede tanto derivar en la formación de metilglioxal como 

de DAG (Figura I.15) (91,92).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.15. Mecanismos patogénicos propuestos de la vía de los polioles. AR: 
Aldosa reductasa, SDH: sorbitol deshidrogenasa, NOS: Óxido nítrico sintasa, GR: 
glutatión reductasa, GSSG: glutatión oxidado, GSH: glutatión reducido, NOx: NADH 
oxidasa, PKC: Protein-quinasa C, DAG: Diacil-glicerol, DHAP: dihidroxiacetona 
fosfato. Para más detalles, referirse al texto precedente. Adaptado de (92). 

 

I.3.3. Prevalencia de diabetes y perspectivas a futuro. 
 
Ningún modelo de predicción de diabetes ha sido universalmente aceptado dado que 

el origen étnico está fuertemente relacionado con riesgo de diabetes, por lo que, al 

aplicarlos a diferentes poblaciones, es necesario su recalibración. Algunos parámetros 

tales como la edad, el sexo, el índice de masa corporal (IMC), presión sanguínea, 

antecedentes familiares de diabetes e información sobre el estilo de vida permiten una 

primera evaluación del riesgo de desarrollar diabetes con poco esfuerzo y costo (93). 
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Luego de la incorporación de medidas de laboratorio como glucosa plasmática en 

ayuno y la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) mejoraron la predicción de 

esta enfermedad. Otras mediciones tales como ácido úrico y lípidos son importantes 

para establecer un futuro riesgo de DT2.  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) informó que el número de personas con 

diabetes aumentó de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2014 y que la prevalencia 

ha aumentado más rápidamente en los países de ingresos bajos y medianos que en los 

países de ingresos altos. Entre 2000 y 2019, hubo un aumento del 3% en las tasas de 

mortalidad por diabetes estandarizadas por edad, representando 1,5 millones de 

muertes (48% de todas las muertes por diabetes ocurrieron antes de los 70 años). En 

los países de ingresos medios, la tasa de mortalidad por diabetes aumentó un 13%. 

Resulta llamativo el incremento de la mortalidad por diabetes en adultos, a pesar de 

que, en conjunto, las cuatro principales enfermedades no transmisibles 

(enfermedades cardiovasculares, cáncer, enfermedades respiratorias crónicas y 

diabetes) disminuyeron un 22% a nivel mundial entre los años 2000 y 2019 (94). 

Más del 95% de las personas con diabetes tienen DT2. Esta enfermedad antiguamente 

se denominaba no insulinodependiente o de aparición en la edad adulta, aunque ahora 

se presenta cada vez más frecuentemente en niños (94). 

Según todos estos datos y el estilo de vida, cada vez más sedentario, las perspectivas 

a futuro no son buenas y según la Federación Internacional de Diabetes se prevé que 

el número de personas con DT2 para 2030 sea de 643 millones (95). 

En Argentina, según la Encuesta Nacional de Factores de riesgo realizada en 2018 (96), 

la prevalencia de diabetes llegó a ser 12,7%, habiendo aumentado en un 51,2% 

respecto de esta misma medición en 2005 (Tabla I.3). Este aumento vino acompañado 

del aumento en la prevalencia de obesidad. Esto se relaciona fuertemente con la 

adopción de estilos de vida no saludables, tales como el sedentarismo y planes de 

alimentación inadecuados. La Organización Panamericana de Salud documentó que, 

en el año 2019, en Argentina se registraron 10066 muertes debidas a la diabetes (97).   

 



Capítulo I: Introducción 

41 
 

Tabla I.3. Datos obtenidos en las 4 ediciones de la Encuesta Nacional de factores 
de riesgo publicadas al día de hoy en Argentina. 

 

I.3.4. Prediabetes. 
 

I.3.4.A. Diagnóstico de PD. 
 
El nombre de Prediabetes ha generado diversos inconvenientes ya que ha sido tomada 

como una pre-enfermedad y no como una enfermedad en sí misma. Por esta razón, a 

lo largo de los años, la American Diabetes Association (ADA) ha preferido nombrarla 

como “estado de alto riesgo de desarrollar diabetes” y la OMS como “hiperglucemia 

intermedia”. Subestimar esta enfermedad y diagnosticarla tardíamente conlleva 

riesgos, ya que las personas con PD pueden presentar complicaciones renales, 

neuropatías, retinopatía diabética y enfermedades macrovasculares (1,98).  

Según la ADA, la PD se diagnostica en pacientes que presenten la glucemia en ayunas 

alterada (GAA, con valores entre 100 y 125 mg/dl) y/o tolerancia a la glucosa alterada 

(TGA, con valores entre 140 y 199 mg/dl a las dos horas en la PTOG). En países como 

los Estados Unidos, también puede ser diagnosticada con valores de hemoglobina 

glicosilada (HbA1c) que se encuentren entre 5,7 y 6,4 %. El criterio diagnóstico para la 

PD ha variado a lo largo del tiempo y difiere según la institución que lo define. La OMS 

especifica un valor de corte de GAA más alto (110 a 125 mg/dl) que la ADA y no toma 

en cuenta valores de HbA1c (6,99). 

Con estos criterios diagnósticos, la Encuesta de Salud Nacional y el Examen de 

Nutrición (NHANES) sugiere que el 35% de los adultos estadounidenses mayores de 20 

años y el 50% de los mayores de 65 años tenían PD entre el 2005 y el 2008 (100). 

Alrededor del 5 al 10% de las personas con PD se convierten en diabéticos cada año y 

esto varía según las características de la población y de cómo se define la enfermedad 

(101,102). La tasa de incidencia de progresión a diabetes en pacientes que sólo 

presentan TGA está entre el 4 y 6%, los que sólo presentan GAA entre el 6 y 9% y 

aquellos con ambos parámetros alterados, entre el 15 y 19% (7).  

 

2005 2009 2013 2018

Prevalencia de glucemia elevada o diabetes 8,4% 9,6% 9,8% 12,7%

Sobrepeso (IMC≥25 y <30) 34,4% 35,4% 37,1% 36,2%

Obesidad (IMC ≥30) 14,6% 18,9% 20,8% 25,4%
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I.3.4.B. La PD no es una pre-enfermedad. 
Para reforzar este concepto, sólo basta revisar lo que nos enseñaron muchos de los 

estudios realizados recientemente: 

PD y función celular β: El concepto de pre-enfermedad se desvanece si tenemos en 

cuenta estudios efectuados en autopsias en los que se demostró que los individuos 

con una TGA ya perdieron el 80% de la función celular β (75) y aquellos con GAA 

mostraban una disminución del 50% del volumen celular β (103,104). El estudio British 

Whitehall II demostró la resistencia a la insulina y la disminución de la función de las 

células β ya se encuentra presente en la etapa de PD, y que unos 13 años previos al 

diagnóstico de diabetes, las personas presentan valores de glucemia altos y una menor 

sensibilidad a la insulina (105,106).  

PD y dislipemia: La dislipemia es otra alteración que se manifiesta tempranamente en 

el estadio de PD, con valores de TG, colesterol total, colesterol LDL y AG aumentados 

y los de HDL disminuidos (107). Tomando en cuenta estas alteraciones y su estrecha 

relación con la IR, Reaven creó el índice de insulinorresistencia (índice IR) que se calcula 

como TG/colesterol HDL (108). Posteriormente, utilizando este índice, Salazar 

estableció los valores de corte de IR para hombres y mujeres (109). La dislipemia, a su 

vez, está muy relacionada con la aterosclerosis y con el posterior desarrollo de 

enfermedades cardiológicas. 

PD y enfermedad coronaria: El estudio DECODE (Diabetes Epidemiology: Collaborative 

analysis Of Diagnostic criteria in Europe) mostró que en población europea existe una 

asociación entre TGA y el riesgo de muerte coronaria y muerte cardiovascular que es 

independiente del valor de GA (110). Además, diversos estudios han relacionado a la 

PD con una disminución de la variabilidad de la frecuencia cardíaca (marcador de 

función parasimpática), disminución de cambios posturales en la frecuencia cardíaca, 

aumento de la prevalencia de disfunción eréctil en los hombres y un peor perfil en 

pruebas de función simpática y parasimpática (111,112).  

PD y aterosclerosis: El Diabetes Prevention Program demostró la asociación entre la 

duración de la PD y la presencia de calcificaciones de la arteria coronaria y disfunción 

ventricular sistólica y diastólica izquierda, a la vez que determinó que los individuos 

con TGA sostenida por 3 años presentaron una incidencia de 7,9% de retinopatía 

diabética (8,113).  



Capítulo I: Introducción 

43 
 

PD y enfermedad renal: El NHANES demostró una correlación entre la micro y 

macroalbuminuria y el aumento de la glucemia. Personas con GAA presentaron un 

aumento del 10% de la microalbuminuria y un 1,1% de aumento de macroalbuminuria. 

También se encontró aumento en la filtración glomerular (114).  

 

I.3.5. Importancia del diagnóstico temprano. 
 
Encontrar métodos predictivos, preferentemente no invasivos, para el diagnóstico 

temprano de la enfermedad permitirá iniciar tratamientos para evitar la transición a 

DT2. Esto no solamente mejorará la calidad de vida de las personas, disminuyendo la 

incidencia de eventos cardiovasculares y demás comorbilidades, sino que disminuirá 

los costos destinados a la atención de pacientes diabéticos graves. En la Argentina, las 

personas con DT2 generan el doble de gastos al Sistema de Seguridad Social que 

aquellas personas que no tienen la enfermedad y, a su vez, cuando la DT2 viene 

acompañada con complicaciones el costo es 3,6 veces mayor (115). Actualmente en la 

Argentina la PD no es investigada sistemáticamente a nivel asistencial, por lo que aún 

no se implementan tratamientos preventivos. El diagnóstico precoz debe estar 

acompañado de una estrategia que retrase o evite la progresión a DT2. En este sentido 

es importante que grupos multidisciplinarios conformados por médicos, nutricionistas, 

profesores de educación física y hasta psicólogos, puedan brindarle al paciente un 

seguimiento integral en donde se aborden alternativas de dietas saludables, diferentes 

planes de actividad física y soporte psicológico.  
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I.4. La fructosa y su relación con el desarrollo del estado de PD. 
 

La fructosa y la glucosa son dos monosacáridos que poseen la misma fórmula química, 

C6H12O6, la diferencia entre ambas hexosas es que la glucosa es una aldosa y la fructosa 

tiene un grupo cetona en el C2 (Figura I.16). La fructosa se encuentra en frutas 

(incluidas manzanas, uvas, naranjas y sandías), verduras y miel. En la industria 

alimenticia se utiliza como endulzante, principalmente de bebidas edulcoradas con 

jarabe de maíz de alta fructosa. El uso de fructosa como edulcorante ha desplazado a 

la sacarosa (disacárido de glucosa y fructosa) por su mayor solubilidad en agua y su 

bajo costo (116). Adicionalmente, la fructosa presenta otras propiedades útiles para la 

industria alimenticia como mejor dulzor y sabor, depresión del punto de congelación y 

mayor vida útil a través de un mejor control de la humedad comparado con la sacarosa 

(117). 

 

 

 

 

Figura I.16. Estructura de la glucosa y de la fructosa. La figura representa las 
estructuras lineales y cíclicas de ambas hexosas, D-Glucosa (aldosa) y D-Fructosa 
(cetosa). 

 

I.4.1. Bebidas endulzadas con fructosa. 
 
La mayoría de las bebidas carbonatadas producidas en Estados Unidos son edulcoradas 

con jarabe de maíz de alta fructosa. Estas bebidas fueron introducidas en 1967 y se 

producen a partir de la isomerización de jarabes de glucosa extraídos del maíz, como 

almidones y dextrinas, que luego son hidrolizados (116). La fructosa en las bebidas 

carbonatadas representa el 4-6% del peso y el 50% de las calorías. Según el 

Departamento de Agricultura de Estados Unidos, la ingesta calórica diaria total en 

forma de edulcorantes ha aumentado de un estimado de 402 calorías per cápita en 

1970 a un pico de 510 calorías en 1999. También el consumo per cápita de fructosa 
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aumentó un 26% en 27 años, pasando de 64 g/día en 1970 a 81 g/día en 1997 (118). 

Más del 10% de las calorías diarias que consumen los americanos derivan de la fructosa 

y el 74% de esa fructosa proviene de comidas y bebidas azucaradas, mientras el resto 

deriva de vegetales y frutas.  

I.4.2. Metabolismo de la fructosa. 
 
La fructosa se absorbe en el intestino delgado a través de un transportador específico 

denominado GLUT5, presente en las membranas apicales de los enterocitos (119). 

Luego de su ingreso, la fructosa es transportada a través del transportador 

transmembrana GLUT2 hacia la circulación portal y así accede al hígado, donde se 

podrá metabolizar. Existen otros transportadores de la familia GLUT que son 

específicos para otros azúcares, pero que también son capaces de internalizar la 

fructosa de manera inespecífica, como GLUT7, GLUT8, GLUT9 y GLUT11 (71). 

Aunque la fructosa tiene transportadores en varios órganos (tales como riñón, 

intestino y páncreas), la enzima responsable del primer paso de su metabolización, la 

fructoquinasa, se encuentra principalmente en el hígado (120,121). El hígado capta 

entre el 50 y 70% de la fructosa sanguínea, es decir que tanto la absorción como el 

metabolismo de la fructosa son excepcionalmente altos en comparación con la 

glucosa, y esto es debido al gran nivel de fructoquinasa que expresa. Esta enzima 

convierte la fructosa en fructosa 1 fosfato, que luego, y gracias a la acción de las 

enzimas aldolasa y triosa-P-isomerasa, se obtienen las triosas fosfato DHAP y GA3P de 

manera independiente del control de la fosfofructoquinasa (122) (Figura I.17). Por lo 

tanto, la presencia de fructosa en el hepatocito lleva a su rápida metabolización, 

escapando del control regulatorio negativo y aumentando la formación de sustratos 

lipogénicos. En la formación de fructosa 1 fosfato, se consume ATP, con aumento 

relativo de AMP, lo que activa la vía de degradación de este nucleótido y el 

consecuente aumento de la formación de ácido úrico (123) y del EO mitocondrial que 

estimula la acumulación de grasa independientemente de la ingesta calórica excesiva 

(119,124). Ya se ha demostrado que ratas alimentadas con fructosa presentan un 

aumento de los niveles de ácido úrico y que la utilización de drogas como el febuxostat 

que reducen los niveles de ácido úrico previenen el desarrollo de hipertrigliceridemia, 

hiperinsulinemia, IR e hipertensión (119). 
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Figura I.17. La fructosa promueve lipogénesis de novo en hígado y el aumento del 
ácido úrico. En el hígado, aunque la fructosa puede ser fosforilada a fructosa-6P por 
la enzima hexoquinasa (parte derecha del esquema), es mayoritariamente sustrato 
de la fructoquinasa para ser transformada en Fructosa-1P. Esta enzima consume ATP 
y provoca el aumento del ácido úrico al catabolizar al AMP. La Fuctosa-1P, por su 
parte, es convertida en las triosas fosfato a través de transformaciones que ignoran 
la regulación por F2,6bisP, citrato y ATP, por lo que se generan sin restricciones, 
contribuyendo a la lipogénesis de novo por ser el sustrato para la síntesis de glicerol 
3P, necesario para la formación de los acilglicéridos que se empaquetan en las 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Adaptado de (119). 

Otra de las evidencias de que la fructosa es un sustrato más lipogénico que la glucosa 

provino de cultivos de células humanas en medios con fructosa o glucosa, en donde se 

evidenció un mayor porcentaje de formación de TG a partir de la fructosa (125). 

También se realizaron estudios in vivo con ratas alimentadas por una semana con 

dietas en donde el 66% de las calorías totales provenían de fructosa o dextrosa y 

encontraron que aquellas que consumían fructosa sufrían un incremento mayor en sus 

TG (126).  

Por último, podemos destacar que la fructosa 1 fosfato ejerce una regulación positiva 

sobre la capacidad para activar a la glucosa que es captada por el hepatocito. Esto se 

debe a que la fructosa 1 fosfato permite la translocación de la glucoquinasa desde el 

núcleo (donde permanece unida su proteína reguladora) al citosol, donde ejerce su 

actividad fosforilante de glucosa (126). Por lo tanto, debemos destacar que dosis bajas 

"catalíticas" de fructosa son necesarias para optimizar la activación de la glucosa que 
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ingresa al hepatocito al favorecer el aumento de la disponibilidad citosólica de 

glucoquinasa. 

I.4.3. Modelos de dietas ricas en fructosa y sacarosa en ratas. 
 
La dieta rica en fructosa (DRF) en humanos pudo haber sido una ventaja evolutiva en 

tiempos remotos, pero en la actualidad es un factor de riesgo que predispone a IR, 

obesidad e hipertensión. Varios autores han advertido que las epidemias de obesidad, 

DT2 y síndrome metabólico están relacionadas con el aumento per cápita del consumo 

de fructosa (127,128). Por otro lado, un estudio realizado con humanos demostró que 

la administración de fructosa a hombres con sobrepeso por 2 semanas generó 

aumento en la presión arterial y en los TG, y una disminución de la fracción del 

colesterol HDL. Además, el 25% de los hombres desarrollaron síndrome metabólico 

(129). 

Se han desarrollado diferentes modelos en ratas con el objetivo de estudiar los 

cambios fisiológicos ocurridos durante la ingesta de fructosa y poder generar 

estrategias terapéuticas que permitan prevenir y tratar las enfermedades 

desencadenadas por el consumo excesivo de este azúcar. Para su diseño se debieron 

tener en cuenta factores como la concentración de fructosa utilizada, la forma de 

administración (en el alimento o en el agua de bebida) y el período de tiempo del 

tratamiento, como los factores que dependen del animal tales como la edad y el peso 

al momento de iniciar el tratamiento y la cepa de rata (130,131). 

Lo que está ampliamente descripto es que el consumo de fructosa o sacarosa en ratas 

genera consecuencias metabólicas similares a las que se producen en humanos, como 

por ejemplo la hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e IR (132,133).  

Gutman (134) describió los diferentes estados metabólicos por los que pasan ratas 

Wistar de aproximadamente 200 gramos (g) de peso corporal que son sometidas a una 

dieta rica en sacarosa (DRS) al 63% p/p. El período de inducción es la primera etapa y 

ocurre aproximadamente a las 3 semanas (de 20 a 25 días), donde se produce un 

aumento de los niveles de TG en plasma, hígado y corazón. Esto va acompañado de 

intolerancia a la glucosa y de una hiperinsulinemia compensatoria (estado de IR). 
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Adicionalmente, en este período se ve alterado el patrón de secreción bifásica de la 

SIEG (135).  

El segundo período descripto por Gutman (134) se denomina período de adaptación y 

tiene lugar durante la semana 8 (40 a 55 días). En esta instancia se produce una 

normalización espontánea de los parámetros que habían sido modificados 

anteriormente. El tercer período se denomina período de recurrencia y se establece a 

partir de las 15 semanas (90 a 120 días), donde se regeneran niveles anormales de TG, 

y reaparece la intolerancia a la glucosa a pesar de que hay una respuesta de insulina 

normal in vivo y un aumento moderado en la liberación de insulina in vitro 

(hiperglucemia con normoinsulinemia). A partir de las 30 semanas, se generan niveles 

elevados permanentes de glucosa (hiperglucemia), TG (hipertrigliceridemia) y AG. 

También se evidencia un deterioro más pronunciado de la tolerancia a la glucosa 

seguido por un estado de IR con un déficit relativo de secreción de insulina que lleva a 

un síndrome de diabetes moderada que se asemeja a la DT2. Otra característica de 

este período es que las ratas presentan sobrepeso y un aumento de la adiposidad 

visceral. 

En nuestro plan de trabajo planteamos la hipótesis de que la utilización de una dieta 

inductora del estado de PD como es la DRF, además de provocar los cambios 

metabólicos y fisiológicos debe dejar su impronta epigenética en el ADN y que ella 

puede ser una herramienta interesante para poder desarrollar métodos diagnósticos. 

Por ello es bueno que antes de adentrarnos en el desarrollo de nuestro trabajo 

podamos descifrar los aspectos moleculares de la epigenética y sus consecuencias.  



Capítulo I: Introducción 

49 
 

I.5. Epigenética. 
 

Las modificaciones epigenéticas involucran una variedad de cambios que puede sufrir 

el material genético sin que estos impliquen una mutación del ADN, pero que tienen 

un impacto a nivel de la función génica. Estos cambios pueden ser heredados tanto en 

divisiones mitótica como meióticas, pero, como decíamos recién, no implican cambios 

en la estructura primaria del ADN. Actúan en la interfase del genoma y de los factores 

ambientales, por lo tanto, al contrario de lo que ocurre con los cambios genéticos, son 

eventos plásticos y reversibles.  

Los mecanismos que operan este tipo de modificaciones en el ADN son (Figura I.18): 

 modificaciones postraduccionales de histonas (MPTH) capaces de alterar la 

conformación de la cromatina, 

 metilación de las citosinas en el contexto de secuencias dinucleotídicas CpG y 

 silenciamiento genético postranscripcional mediado por ARNs no codificantes 

(136).  

 

 

Figura I.18. Esquema resumido de las principales modificaciones epigenéticas. lncRNA: 
ARNs largos no codificantes, miRNA: micro ARNs. Adaptado de (137). 

 

Los tres tipos de modificaciones epigenéticas regulan tanto la estructura y función del 

material genético, así como los patrones de expresión génica específicos de cada tipo 
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celular. Todas estas modificaciones epigenéticas y sus implicancias forman lo que se 

denomina epigenoma (138,139). 

En células de mamíferos, el ADN cromosomal está empaquetado con proteínas 

histónicas y no histónicas, formando la cromatina. Cuatro tipos de histonas (H2A, H2B, 

H3 y H4) se agrupan de a pares para formar un octámero conocido como “partícula 

núcleo”, alrededor del cual 147 pb del ADN se enroscan, dando dos vueltas. Estos 

complejos de histonas y ADN llevan el nombre de “nucleosomas”. Dependiendo del 

grado de condensación de la cromatina, se divide en eucromatina (laxa y 

transcripcionalmente activa) y heterocromatina (muy condensada y sin posibilidades 

de ser transcripta). La heterocromatina se caracteriza por poseer MPTHs represivas y 

un porcentaje mayor de metilación en islas CpG de promotores de los genes que 

puedan estar presentes en este tipo de cromatina. La eucromatina, en cambio, posee 

MPTHs permisivos y un menor porcentaje de metilaciones en las islas CpG de los 

promotores génicos. Tanto los enhancers como los cuerpos de los genes también 

pueden poseer marcas epigenéticas activadoras y represivas. En el caso de los 

enhancers, una marca activadora es la acetilación en el residuo 27 de la histona H3, 

que corresponde a una lisina (H3K27ac) y los cuerpos de genes transcripcionalmente 

activos están enriquecidos con tri-metilaciones en los residuos lisina 36 y lisina 79 de 

la histona H3 (H3K36me3/H3K79me3), mientras que la tri-metilación de la lisina 27 de 

H3 (H3K27me3) se asocia con una reducción de la transcripción. Tanto los ARNs largos 

no codificantes (lncRNAs) como los micro ARN (miRNAs) también participan de la 

regulación de la expresión génica por varios mecanismos postranscripcionales y 

epigenéticos (140). 

En condiciones normales el rol regulatorio de la epigenética tiene importancia en 

diferentes procesos celulares como son el desarrollo, la identidad celular, la herencia 

estable de patrones de expresión génica en células diferenciadas, impronta génica, 

inactivación del cromosoma X, plasticidad de células madre, susceptibilidad diferencial 

a enfermedades entre gemelos y respuestas celulares a señales ambientales. Esta red 

multifactorial de control es influenciada por diferentes factores externos, como puede 

ser la nutrición y la actividad física. Un desbalance o alteración de los estados 

epigenéticos puede generar distintos desórdenes o patologías (141). 
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I.5.1. Modificaciones postraduccionales de histonas.  
 
Las MPTHs modifican la estructura de la cromatina y, de esta manera, regulan la 

accesibilidad de la enzima ARN-polimerasa II y de los factores generales de 

transcripción que actúan en conjunto con ella. Existen diferentes tipos de 

modificaciones como son:  

 Fosforilación,  

 ADP-ribosilación,  

 Acetilación, 

 Metilación de lisinas.  

 Ubiquitinación y  

 Sumoilación* 

*adición de una pequeña proteína relacionada a la ubiquitina llamada small ubiquitin-

related modifier o SUMO. 

La acetilación de lisinas (Kac) se lleva a cabo por parte de las enzimas acetiltransferasas 

de histonas (HAT) y la remoción de esta marca la realizan las desacetilasas de histonas 

(HDAC), como la sirtuina. En general la Kac en promotores se relaciona con activación 

transcripcional y la eliminación de esta modificación genera represión génica. La 

metilación de lisinas (Kme) puede generar tanto activación como represión 

transcripcional dependiendo del residuo de lisina que es modificado y del grado de 

metilación. La metilación está mediada por las enzimas lisina-metiltransferasas de 

histonas (KMTs) y la remoción por las desmetilasas de lisina (KDMs). En los promotores 

de genes activos frecuentemente la histona H3 sufre la acetilación de la lisina 9 

(H3K9ac), la dimetilación o trimetilación de la lisina 4 (H3K4me2 y H3K4me3), mientras 

que los que están reprimidos poseen las marcas H3K9me, H3K27me3 (142). 

Cambios en las MPTHs en órganos como páncreas, hígado y tejido adiposo pueden 

afectar la expresión de numerosos genes asociados con la diabetes y la obesidad. 

Experimentos in vivo e in vitro demostraron, por ejemplo, que este tipo de 

modificación en genes tales como los relacionados con la vía de TGF-β, que actúan 

sobre a expresión de proteínas fibróticas, de la matriz extracelular y sobre inhibidores 

del ciclo celular en células renales, contribuyen a la nefropatía diabética (143).  
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Experimentos con células endoteliales de retina (RECs) provenientes de ratones 

diabéticos han demostrado la influencia del ambiente en el epigenoma y sus 

consecuencias patológicas. Estas células generaron la disminución del ARNm de Sod2 

cuando fueron cultivadas en presencia de concentraciones elevadas de glucosa debido 

al aumento de la marca represiva H4K20me3 en el promotor de este gen. Además, la 

activación de la expresión del gen de la metaloproteinasa de matriz 9, que codifica una 

enzima implicada en la retinopatía diabética, se asoció con la reducción de la marca 

H3K9me2 y el aumento de H3K9ac en promotores de RECs (144,145). 

A su vez, las complicaciones vasculares de la diabetes vienen acompañadas de 

inflamación crónicas y afectan principalmente al riñón y a pequeños vasos sanguíneos 

que irrigan los ojos. Varios estudios han demostrado que la activación de la vía 

inflamatoria NF-kB es mediada por altas concentraciones de glucosa y genera aumento 

de la expresión de genes involucrados en mecanismo de inflamación, tanto en células 

vasculares como monocitos. Estos estudios revelaron que las MPTHs y otras 

modificaciones epigenéticas están involucradas en este proceso (146). 

I.5.2. ARNs no codificantes: miRNAs y lncRNAs. 
 
Los ncRNAs son ARNs que no codifican para proteínas y que tienen influencia en el 

desarrollo de ciertas enfermedades, ya que modulan la expresión génica a través de 

mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. Se clasifican en: miRNAs, que 

son pequeños ARNs de aproximadamente 22 nucleótidos de largo y lncRNAs, los cuales 

abarcan una gran familia de ARNs con dimensiones mayores a 200 nucleótidos, hasta 

100kb de largo (147,148). Se ha demostrado que ambos tipos de ARNs regulan la 

expresión de genes y modulan la acción de factores de crecimiento e inflamatorio.  

Se ha reportado que, en pacientes con diabetes, las células de la retina, células 

vasculares y renales presentan una expresión anormal de miRNAs que se ha 

relacionado con las complicaciones de la diabetes (143). Tanto en la retinopatía como 

en la cardiomiopatía diabética, se demostró que el desbalance de miRNAs correlaciona 

con el aumento de factores asociados con angiogénesis, inflamación y EO (149,150).  

Por otro lado, los lncRNAs pueden afectar la expresión génica a partir de varios 

mecanismos epigenéticos: actúan como andamiaje para unir complejos proteicos, 
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reclutan complejos de modificación de cromatina a localizaciones claves y actúan como 

esponjas de miRNAs. Varios lncRNA aumentan la expresión de genes inflamatorios 

regulados por la vía NF-kB e inhiben genes antioxidantes, llevando al desarrollo de 

complicaciones vasculares como aterosclerosis y nefropatía diabética (151,152). 

Santulli et al demostraron que, dentro de la patología de la DT2, diferentes miRNAs y 

lncRNAs relacionados con disfunción endotelial (miR- 185), metabolismo lipídico (miR-

29), inflamación (lncRNA MALAT1), células de músculo liso (miR-504) se encontraban 

desregulados (153). 

I.5.3. Metilación del ADN.  
 
En 1975 se propuso que la metilación de residuos citosina en la posición 5´ de las 

secuencias “CpG” se considerase como una marca epigenética de silenciamiento en 

vertebrados (154,155). Las secuencias podían tanto ser metiladas de novo, como ser 

heredadas a través de divisiones de células somáticas. Estudios más recientes 

confirmaron que existen otras secuencias que también sufren metilación y que están 

extendidas en vertebrados e invertebrados con características y funciones distintas 

(156,157). 

Aunque en bacterias se encontraron metilaciones en adenina y/o citosina, que se 

interpretaron como marcas tanto para identificar y degradar el ADN invasor, como 

para rastrear reparaciones del propio ADN, en eucariotas esta modificación sólo ocurre 

en los residuos de citosina (158,159). Desde el descubrimiento de que el ADN metilado 

es transcripcionalmente inactivo cuando se transfecta en ovocitos de Xenopus o 

células de mamífero cultivadas, la metilación se ha relacionado funcionalmente con la 

represión génica, pero es importante destacar que la metilación no siempre es esencial 

para la regulación de genes eucarióticos, ya que está ausente en muchos organismos. 

Sin embargo, se ha relacionado con diferentes formas de represión epigenética 

estable, como el imprinting, la inactivación del cromosoma X y el silenciamiento del 

ADN repetitivo (139). 

Los vertebrados son los únicos que pueden metilar citosinas en todo el genoma, a 

diferencia de plantas e invertebrados, que muestran patrones de metilación de 
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"mosaico", porque sólo se dirigen a elementos genómicos específicos (ADN repetitivo 

y las secuencias activamente transcriptas) (159). 

La metilación generalizada de los genomas de vertebrados sugiere que este sería su 

estado basal inicial, pero a medida que transcurre el tiempo, la línea germinal sufre 

desaminaciones espontáneas de las citosinas. Esto lleva a la activación de diferentes 

mecanismos de reparación que terminan reemplazando la citosina metilada por una 

timidina. Excepciones a esta pérdida general de secuencias CpG reside en elementos 

genómicos denominados islas CpG que son regiones del ADN de aproximadamente 

1000 pb, ricas en CpG que están generalmente cercanas al sitio de comienzo de 

transcripción de los genes, pero que también pueden encontrarse en el cuerpo de los 

genes y hasta en regiones intergénicas (160,161). 

I.5.3.A. Mecanismos de metilación del ADN. 
 
La metilación del ADN es catalizada por enzimas ADN-metiltransferasas (DNMTs) 

en la posición 5´ de los residuos de citosina en los dinucleótidos CpG por 

transferencia del grupo metilo desde S-adenosilmetionina (SAM), generando la 

5-metilcitosina (5mC) (Figura I.19) (162). 

 

Figura I.19. Metilación de citosinas del ADN en sitios CpG.  A la izquierda se 
representó una secuencia de ADN en la que se observan diversos sitios 5´-CpG-3´ 
(resaltados en letra roja) metilados. A la izquierda se muestra la reacción de 
metilación en posición 5´ de la citosina por acción de la enzima ADN-
metiltransferasas (DNMTs), que, a expensas de su sustrato S-adenosilmetionina 
(SAM) genera la 5-metilcitosina (5mC) y libera S-adenosilhomocisteína (SAH).  

 

Existen diferentes tipos de DNMTs, las que actúan de novo estableciendo un patrón de 

metilación en etapas tempranas del desarrollo son la DNMT3A y DNMT3B, en 

combinación con DNMT3L, y la DNMT1 es la que mantiene fielmente este patrón a 

través de las divisiones celulares (163,164).  

Las metilaciones pueden perderse de manera pasiva, por un mantenimiento 

deficiente, o activa, por el accionar de diversas proteínas en un proceso complejo que 
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requiere de diversos mecanismos, como la escisión de base y reparación de ADN 

(165,166) en los que intervienen enzimas pertenecientes a la familia TET (ten-eleven 

translocation) y las enzimas TDG (thymine DNA glycosylase) y AID (activation-induced 

cytidine deaminasa) la cual remueve el grupo amino de 5mC.  

Tanto la forma metilada como no metilada de los dinucleótidos CpG son reconocidos 

por diferentes dominios de proteínas. Los dominios MBD contribuyen de manera 

indirecta a la represión mediada por la metilación; en cambio, los dominios CXXC 

reconocen los CpG no metilados y se asocian a otras proteínas como CFP1 o a histonas 

desmetilasas como son KDM2A y KDM2B. Se sugiere que este reclutamiento podría 

ayudar a mantener un estado no metilado (167,168). 

I.5.3.B. Partes del gen que pueden metilarse en el ADN genómico. 
 
En el ADN de células somáticas, la mayoría de las islas CpG que se encuentran en los 

sitios de inicio de la transcripción (TSS, también por su denominación en inglés 

transcription start site) de genes activos permanecen desmetiladas, lo que permite la 

unión de factores de transcripción y enhancers, y sus promotores presentan regiones 

sin nucleosomas (NDR, por su expresión en inglés, nucleosome-depleted region). Como 

se ilustra en la Figura I.20, los nucleosomas que flanquean el TSS están marcados por 

la trimetilación de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3), que se asocia con la 

transcripción activa, y la variante de histona H2A.Z, que es antagonista de las DNMTs.  

Por el contrario, los genes que se encuentran reprimidos o silenciados (los localizados 

en el cromosoma X inactivo y genes que se expresan exclusivamente en células 

germinales) poseen metilaciones en las islas CpG de sus promotores (139,169).  

La mayoría de los cuerpos de genes son pobres en sitios CpG, pero se encuentran 

ampliamente metilados y contienen repeticiones múltiples y elementos transponibles. 

Aunque la mayoría de las islas CpG se localizan en los promotores de los genes, 

también pueden hallarse, en menor medida, dentro del cuerpos de los genes. 

Paradójicamente, existe una correlación positiva entre la metilación del cuerpo del gen 

y la expresión (los genes transcriptos poseen una alta metilación del cuerpo del gen) 

(170,171). También existe evidencia para sostener la idea de que la función de la 

metilación en cuerpos de genes es silenciar elementos repetitivos (tales como 
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retrovirus, elementos LINE1 y elementos Alu), permitiendo la transcripción del gen 

huésped, o regular el splicing, ya que se demostró que los exones están más metilados 

que los intrones (172). 

En cuanto a los elementos regulatorios, los enhancers (que potencian la transcripción 

de genes distantes) también son pobres en CpG y su metilación es bastante variable. 

Presentan regiones que no son 100% metiladas o desmetiladas, por lo tanto, el 

promedio de las metilaciones determina estas regiones binarias que se suelen 

denominar low-methylated regions (LMRs). En estos sitios CpG se generan 

competencias por la metilación por lo que son regiones muy dinámicas. Existe 

evidencia de que la metilación de los enhancers en sitios CpG reducen su actividad 

(173,174). Los nucleosomas que flanquean estas regiones, al igual de lo que ocurre en 

el sitio de inicio de transcripción (TSS), llevan la marca distintiva de monometilación en 

la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1) y también presentan la variante de histona H2A.Z 

(Figura I.20). 

Con respecto a los insulators (elementos que bloquean la interacción entre el ehancer 

y el promotor), no existen aún reglas generales en cuanto a la función de la metilación. 

El caso más estudiado es el caso de las secuencias de ADN a las que se une la proteína 

CTCF, y tanto la interacción como sus consecuencias no dependen de la metilación 

(173).  

 

 

Figura I.20. Anatomía 
molecular de los sitios 
CpG en la cromatina y 
su rol en la expresión 
génica. Adaptado de 
(139). 
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I.5.3.C. La metilación en el ADN mitocondrial.  
 
Las mitocondrias contienen su propio ADN, llamado ADN mitocondrial (ADNmt). El 99% 

de este ADN es heredado únicamente de la madre y las mitocondrias tienen la 

capacidad de replicarse y disparar la apoptosis de manera independiente de otros 

orgánulos celulares. El ADNmt de mamíferos es pequeño (sólo 16 kb) y posee una 

estructura circular similar al ADN bacteriano. Las dos hebras se diferencian por su 

contenido de nucleótidos, con una cadena rica en guanina denominada cadena pesada 

(o cadena H) y una cadena rica en citosina denominada cadena ligera (o cadena L). El 

ADNmt codifica un total de 37 genes, 28 localizados en la cadena H y 9 en la L. De los 

37 genes totales: 22 codifican ARNs de transferencia (ARNt), 2 ARN ribosomal (ARNr 

subunidades pequeña y grande) y 13 codifican proteínas que forman parte de los 

complejos de la cadena transportadora de electrones (CTE) (175).  

Los complejos proteicos que conforman la CTE son particulares, ya que están formados 

por subunidades codificadas por dos genomas diferentes, que son el mitocondrial y el 

nuclear. De las más de 90 proteínas que forman parte de la CTE, el ADNmt codifica, tal 

como mencionamos anteriormente, sólo 13 proteínas: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, 

ND5 y ND6 (pertenecientes al Complejo I), CYTB (pertenecientes al Complejo III), COX1, 

COX2 y COX3 (pertenecientes al Complejo IV), ATP6 y ATP8 (del Complejo V) (176). 

A diferencia del ADN nuclear, que contiene al menos un promotor por cada gen, el 

ADNmt tiene sólo 3 promotores para todos sus genes: 2 alojados en la cadena H (los 

promotores de cadena pesada 1 y 2 ó HSP1 y HSP2) y el restante en la ligera (promotor 

de cadena ligera ó LSP). Los 3 promotores se agrupan en una región denominada D-

loop, una secuencia reguladora que controla tanto la replicación como la transcripción 

del ADNmt. La transcripción en las mitocondrias se inicia de forma bidireccional desde 

ambos HSPs y desde LSP (175,177). La estructura del ADNmt descripta anteriormente 

se grafica en el esquema de la Figura I.21. 
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Figura I.21. Organización del genoma mitocondrial. El 
genoma mitocondrial es circular y tiene una organización 
similar en diferentes especies animales, donde los genes 
de ARNt se encuentran entre los genes de ARNm y ARNr. 
Los genes de ARNm (representados en color celeste e 
identificados con los nombres resumidos a un código de 
hasta 3 letras y números) se ubican, con excepción del 
gen ND6, en la cadena pesada (hebra pesada). Los dos 
genes que codifican ARNr se ubican en la cadena pesada 
y en la figura están representados en color rosa. Los 
genes de ARNt están representados en color azul, se 
ubican en ambas cadenas y se identifican con una letra 
que indica el aminoácido que transfieren (utilizando el 
código de aminoácidos de una sola letra). Las regiones no 
codificantes (mayoritariamente ubicadas en la hebra 
liviana), se representan en color gris. Adaptado de (178). 

 

Otras características que diferencia al ADNmt del nuclear es que carece de secuencias 

intrónicas, intergénicas, y de varios codones de stop (175,177). Además, no se asocia 

a histonas y se empaqueta en lo que se denomina “mitocromosomas”, cuyo 

componente proteico más abundante es el factor de transcripción A (TFAM) que 

además de su función estructural de compactar y empaquetar al ADNmt, tiene un rol 

importante en su transcripción y replicación (179,180). 

Aunque hubo cierta controversia inicial en cuanto a la existencia de la metilación del 

ADNmt, ésta fue confirmada hace aproximadamente 40 años utilizando diversos 

modelos celulares y animales (181,182). En este sentido, también se hallaron dentro 

de la mitocondria a las enzimas que forman parte de la maquinaria de 

metilación/desmetilación: DNMT1 (183,184), DNMT3A y DNMT3B (185,186) y TET 

(187,188). 

Si bien se conoce que la expresión génica mitocondrial está regulada principalmente 

de manera postranscripcional por proteínas de unión a ARN (178), existe evidencia de 

que la metilación del ADNmt también tendría un rol en la regulación de la expresión 

génica. Esto fue planteado en varios trabajos en los que se observó una correlación 

significativa entre los niveles de metilación del ADNmt y el número de copias del 

ADNmt, así también como con la expresión del policistrón (189,190).  

Otro aspecto que despierta debates es la existencia o no de Islas CpGs en el ADNmt. A 

diferencia de lo que ocurre en el ADN genómico, el ADNmt presenta altos niveles de 
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metilación en regiones no CpGs (183,185) y, aunque la mayoría de los trabajos niegan 

la existencia de Islas CpG (191,192), otros como el de Kowal (193) mostraron la 

presencia de unas pocas islas en diversos modelos animales. 

I.5.4. Hitos en la relación entre DT2 y epigenética. 
 
Desde hace mucho tiempo se ha relacionado el surgimiento de ciertas enfermedades 

con alteraciones génicas y su herencia, pero cada vez se reconoce con mayor fuerza la 

influencia de factores ambientales sobre su desarrollo. En relación a esto y con ayuda 

de las nuevas tecnologías de secuenciación, la epigenética surge en la interfase de lo 

genético y lo ambiental, logrando relacionarlas y proponiendo otro tipo de regulación 

génica mediante la modificación de la cromatina la cual afecta directamente la 

transcripción de genes (141). Otro elemento importante a tener en cuenta en el 

estudio del epigenoma y su influencia en enfermedades es que, dado que los patrones 

epigenéticos son específicos del tipo celular afectado (194), es esencial estudiar por 

separado cada tipo de tejido que se ve comprometido en una determinada 

enfermedad como es el caso de islotes pancreáticos, tejido adiposo e hígado en la DT2. 

I.5.4.A. Primeros estudios. 
 
Los primeros estudios realizados en islotes y en músculo esquelético de pacientes con 

DT2 estaban dirigidos al análisis sobre los promotores de genes candidatos o partes 

restringidas del genoma. En ese contexto, y debido a su influencia en la expresión de 

genes mitocondriales y su relación con la producción de ATP se estudió el promotor de 

PPARγ, y se observó que se encontraba hipermetilado (y por lo tanto silenciado) (195). 

A partir de este trabajo pionero, creció el interés por la epigenética y surgieron 

diferentes avances técnicos y bioinformáticos que ayudaron a comprender el rol del 

epigenoma en la fisiopatología diabética. 

En diversos estudios efectuados en muestras de ADN de islotes de pacientes con DT2 

se observaron sitios CpGs hipermetilados ubicados en zonas promotoras o enhancer 

de genes importantes para la fisiopatología de la DT2, tales como insulina (196), el 

receptor de GLP-1 (197) y PDX-1 (198). Más recientemente, estudios efectuados en 

islotes cultivados, confirmaron la influencia de la hiperglucemia tanto en la expresión 

de genes como en la metilación del ADN (199).  
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En conclusión, estos primeros estudios demostraron que la patología de DT2 está 

relacionada con modificaciones epigenéticas en genes claves. Además, se evidenció 

claramente que la hiperglucemia se relaciona directamente con el aumento de los 

niveles de metilación de estos genes y termina generando la disminución de su 

expresión. 

I.5.4.B. Nuevas tecnologías. 
 
Uno de los hitos más importantes en el estudio de la epigenética fue el desarrollo de 

la tecnología de arrays Illumina, que cambió la manera de abordar este tipo de 

estudios, ya que hizo posible el análisis de numerosos sitios CpG en simultáneo (200). 

En este estudio se comprobó que islotes pancreáticos de pacientes con DT2 presentan 

alteraciones en la metilación de los sitios CpG, siendo la hipometilación la modificación 

más abundante, afectando la expresión de alrededor de un octavo de los genes que 

habían presentado alteraciones en la metilación (200). 

El siguiente hito tecnológico que revolucionó este tipo de análisis fue la secuenciación 

de genoma completo luego del tratamiento con bisulfito. Este tipo de secuenciación 

permitió pasar de matrices que analizaban como máximo 450.000 sitios CpG, 

aproximadamente el 1,5 % del genoma humano, a matrices cuya capacidad de análisis 

abarca el 83% del total de sitios CpG del genoma humano, es decir 2,4 x 107 sitios CpGs.  

El tratamiento de ADN con bisulfito media la desaminación de citosinas no metiladas 

a uracilo, mientras que las citosinas metiladas en la posición 5´ son resistentes a esta 

conversión y permanecen como citosinas (Figura I.22). Este método permitió 

identificar citosinas metiladas en todo el genoma a través de la comparación de la 

secuencia inicial y la obtenida luego del tratamiento con bisulfito (162,201). 

Figura I.22. Tratamiento del 
ADN con bisulfito. Las 
Citosinas sin metilaciones 
son convertidas en uracilo, 
mientras que las que habían 
sido previamente metiladas 
en posición 5´ (5mC) son 
resistentes al tratamiento 
con bisulfito. Adaptada de 
(202). 
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Volkov publicó en 2017 un trabajo utilizando este tipo de plataforma en donde se 

identificaron 25820 regiones diferencialmente metiladas (DM) en islotes provenientes 

de pacientes con DT2. Las regiones DM cubrieron genes relacionados con la función 

insular y presentaron alteraciones en su expresión que fueron relacionadas con una 

secreción de insulina alterada (203). Los resultados de este estudio coincidieron con 

los encontrados por Scott et al en un meta-análisis de genoma total de pacientes con 

DT2 (204). 

Además de la relación encontrada entre la DT2 y la metilación del genoma, también 

existe gran cantidad de evidencia que vincula los cambios epigenéticos directamente 

con las complicaciones de la diabetes, tales como nefropatía (205), retinopatía (206), 

el accidente cerebrovascular (207) y el infarto de miocardio (208).  

Con todo esto podemos decir que hay suficiente evidencia para establecer que el 

epigenoma del ser humano contribuye al desarrollo de la DT2 y sus complicaciones y 

que es capaz de interactuar y responder frente a diversas condiciones fisiológicas. 

Además, la naturaleza transitoria y reversible de las modificaciones epigenéticas 

proporciona un campo abierto para el descubrimiento de dianas para la predicción y 

el tratamiento de DT2.
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II.1. Hipótesis. 
 

La hipótesis del presente trabajo de tesis doctoral es que, en el modelo murino de 

alimentación desbalanceada inducida por una DRF, se obtiene un estado semejante a 

la PD humana caracterizado por alteraciones que afectan de manera reversible 

diferentes niveles de regulación dentro de la célula β tales como metilación del ADN y 

expresión génica a nivel transcripcional y traduccional. 

 

II.2. Objetivo. 
 

II.2.1. Objetivo general. 
 
El objetivo general del presente trabajo de tesis es:  

 Identificar en islotes y leucocitos de ratas con fenotipo similar al de la PD 

humana, genes que modifiquen su patrón de metilación de ADN y funcionen como 

MEPD. Estos tendrían un valor predictivo de riesgo de desarrollar DT2 y permitirían 

el diagnóstico precoz y la implementación de estrategias costo-efectivas para su 

prevención, control y tratamiento. 

 Profundizar el conocimiento sobre las alteraciones fisiopatológicas producidos 

en ratas alimentadas con DRF a nivel general e insular durante el estadio de PD y 

sobre los mecanismos regulatorios y compensatorios desarrollados en el transcurso 

de la reversión. 

  

II.2.2. Objetivos específicos. 
 
Los objetivos específicos de este trabajo son: 

 Validar el modelo de alimentación de ratas con una DRF durante 21 días para 

generar las alteraciones plurimetabólicas semejantes a la PD humana. Para lo 

cual se medirán parámetros dietarios y de crecimiento, se estudiará el 

metabolismo glucémico y lipídico, la SIEG y el EO. 
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 Desarrollar un modelo que permita en un mismo período de tiempo, prolongar 

el cuadro de PD y generar una reversión de este fenotipo al reemplazar la DRF 

por dieta comercial estándar. Se evaluarán los mismos parámetros 

mencionados para 21 días. 

 Evaluar la expresión génica a nivel transcripcional por RT-qPCR de genes claves 

para la función y el mantenimiento de la masa de las células β, como así 

también, genes relacionados con vías que son importantes para entender la 

fisiopatología del estadio de PD.  

 Evaluar por Western Blot (Wb) los niveles de algunas de las proteínas que 

participan en las vías mencionadas anteriormente. 

 Identificar cambios en la metilación del ADN de islotes y leucocitos en los 

animales con alteraciones plurimetabólicas semejantes a la PD humana y en 

aquellos que revirtieron el cuadro.  

 Asociar estos sitios DM con genes y evaluar las principales vías celulares 

afectadas.  

 Verificar por RT-qPCR si los genes asociados a las CpGs DM en islotes 

modificaron su expresión. 

 Proponer algunos genes candidatos que puedan ser utilizados como MEPD. 
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Diseño experimental 
 

La Figura III.1 muestra un esquema a modo de resumen de los principales grupos 

experimentales y determinaciones realizadas a lo largo del trabajo de tesis.  

Figura III.1. Resumen gráfico del diseño experimental. Los animales fueron divididos en 
3 grupos experimentales según la dieta recibida durante 70 días: un grupo control (C), 
otro con características fenotípicas similares a la prediabetes humana (grupo F, por 
haber recibido una dieta rica en fructosa -DRF-) y otro al que luego de 21 días de haber 
comenzado la DRF, le sustituimos la bebida por agua con el objetivo de revertir su 
fenotipo de PD (grupo R). Durante el tratamiento efectuamos un seguimiento que 
incluyó una prueba de tolerancia a la glucosa y el registro de la evolución de parámetros 
dietarios y de crecimiento. Luego de su sacrificio, se obtuvieron muestras de sangre 
(para la realización de determinaciones séricas y la obtención del ADN leucocitario) y se 
les extirpó el páncreas para el aislamiento posterior de islotes de Langerhans. Los islotes 
fueron sometimos a pruebas funcionales (secreción de insulina en respuesta al estímulo 
de glucosa), aislamiento de ARN y posterior análisis de expresión génica por RT-PCR 
cuantitativa, obtención de proteínas totales para determinación por Wb de la presencia 
de proteínas específicas y aislamiento de ADN. Al ADN aislado de leucocitos y de células 
insulares se lo secuenció luego del tratamiento con bisulfito y se analizó el grado de 
metilación diferencial en los diferentes grupos experimentales con el objetivo de poder 
aportar información útil para la identificación de posibles MEPD.  
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III.1. Animales 
 

III.1.1. Características de los animales.  
 
Se emplearon ratas normales de la especie Rattus norvegicus de la variedad Sprague 

Dawley (SD), criadas en el bioterio del CENEXA. Se optó por utilizar únicamente 

machos, con el fin de evitar cualquier influencia hormonal que pudiera surgir del ciclo 

sexual en las hembras, lo que garantizó la coherencia de los parámetros bajo estudio. 

Al momento de inicio de los tratamientos los animales tenían 60 días de vida y su peso 

corporal variaba entre los 300 y 390 g. 

III.1.2. Mantenimiento de los animales.  
 
Se mantuvieron en un ambiente con temperatura y ciclos de luz/oscuridad 

controlados. Se alojaron en una habitación con temperatura de 23 ± 1°C, 50% de 

humedad y ciclos de 12 horas de luz: 12 horas de oscuridad.  

Todos los protocolos utilizados fueron evaluados y autorizados por el CICUAL-FCM 

quien expidió el certificado de aprobación T02-01-2019 que se adjunta al final de este 

trabajo como Anexo I. Los procedimientos experimentales, el manejo y el 

mantenimiento de los animales de laboratorio se realizaron de acuerdo con el manual 

de procedimientos elaborado por la Academia Suiza de Medicina (209).  

III.1.3. Grupos experimentales. 
 
Los grupos experimentales que utilizamos en los diferentes capítulos de este trabajo 

consistieron en ratas que fueron alimentadas con dieta comercial estándar (Ganave, 

Argentina) y tuvieron acceso libre al alimento y a la bebida. Los animales se dividieron 

al azar conformando los siguientes grupos (Figura III.2): 

C21: bebieron agua corriente por 21 días y luego fueron sacrificadas. 

F21: bebieron una solución acuosa de fructosa al 10 % p/v por 21 días y luego fueron 

sacrificadas.  

C: consumieron agua corriente como bebida por 70 días y luego fueron sacrificadas.  

F: consumieron una solución acuosa de fructosa al 10 % p/v por 70 días y luego fueron 

sacrificadas.  
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R: comenzaron el período de seguimiento bebiendo la solución acuosa de fructosa al 

10 % p/v por 21 días y luego se les cambió la bebida por agua corriente que 

consumieron por 49 días más. Al día 70 los animales fueron sacrificados. 

RL: bebieron la solución acuosa de fructosa al 10 % p/v por 70 días y en los últimos 5 

días de tratamiento se les administró de manera intraperitoneal un agente 

antioxidante (ácido α-lipoico) en una concentración de 35 mg/Kg de peso de corporal. 

 

Figura III.2. Grupos experimentales 

utilizados. Ratas Sprague Dawley fueron 

alimentadas con dieta comercial estándar y 

divididas en diferentes grupos que se 

sacrificaron a los 21 ó 70 días. Los animales 

cuyo tratamiento duró 21 días fueron C21, que 

consumieron agua corriente como bebida y 

F21, cuya bebida se suplementó con 10% p/v 

de fructosa (DRF). En cuanto a las ratas cuyo 

tratamiento se prolongó hasta los 70 días, se 

conformaron 4 grupos: C (bebieron agua), F 

(DRF), R (se le suministró DRF por 21 días y 

luego la bebida fue cambiada por agua hasta 

el día 70) y RL (consumió la misma dieta que 

las F y recibieron inyecciones de ácido α-

lipoico los últimos 5 días de tratamiento). El N 

de cada grupo se especificará en cada 

resultado. 

 

III.1.4. Medidas y cálculos relacionados con el alimento y la bebida. 
 
Durante todo el período de seguimiento, registramos la cantidad de bebida y comida 

sólida ingerida (tres veces por semana) y el peso corporal (una vez por semana) de 

todos los animales. Se calcularon los g de nutrientes y las calorías consumidos por los 

animales diariamente, teniendo en cuenta la concentración de la solución de fructosa 

ofrecida (10 g por cada 100 ml), los datos nutricionales aportados por el fabricante del 

alimento sólido (Ganave, Argentina) y los aportes calóricos individuales de cada uno 

de los diferentes nutrientes consumidos, tal como resumimos a continuación: 

 Sólo el 62,8% del peso seco del alimento aporta nutrientes (hidratos de 

carbono, proteínas y grasa), ya que el 37,2% restante corresponde a fibra, calcio y 

fósforo. 
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 La distribución proporcional de hidratos de carbono:proteínas:lípidos en el 

alimento es 45:43:12, respectivamente. 

 Para el cálculo de las Kcal ingeridas, debimos considerar adicionalmente el 

aporte calórico individual de cada nutriente ingerido que es de 4 Kcal/gr en el caso 

de hidratos de carbono o proteínas y de 9 kcal/g en el caso de los lípidos. 

III.1.5. Sacrificio y obtención de las muestras. 
 
Finalizado el período de tratamiento, los animales que no formaron parte de la PTGip 

se sacrificaron por decapitación y se recogieron muestras de sangre en tubos con 

heparina. Posteriormente se infiltró y removió el páncreas entero de cada animal y 

luego de su remoción se colocaron rápidamente en buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato 

(KRB), cuya composición en mmoles/l es la siguiente: NaCl 118; NaHCO3 25,96; KCl 

4,74; CaCl2 2,24; MgSO4 1,19; KH2PO4 0,91. El buffer se estabilizó por burbujeo con gas 

carbógeno (una mezcla de O2 y CO2 en relación 95:5% respectivamente) con el fin de 

equilibrar el pH final a un valor de 7,4. 
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III.2. Determinaciones del metabolismo glucémico. 
 

III.2.1. Determinación de glucemia y obtención de plasma. 
 
Al momento de la extracción de sangre se determinó la glucemia utilizando una gota 

de sangre y tiras reactivas (Roche, Suiza) y el resto se centrifugó a 2500 rpm durante 

15 min, conservándose el plasma obtenido a -20°C para el posterior dosaje de 

metabolitos. 

III.2.2. Prueba de tolerancia intraperitoneal a la glucosa (PTGip).  
 
Algunos animales de cada grupo se destinaron para la prueba de tolerancia 

intraperitoneal (i.p.) a la glucosa (N=5 en el protocolo de 21 días y N=6 en el de 70 

días). Los animales se mantuvieron con un ayuno previo de 12 horas. Luego se los 

anestesió mediante inyección i.p. con una mezcla de ketamina (80 mg/kg de peso 

corporal), tramadol (30 mg/kg) y diazepam (20 mg/kg). Esta anestesia tiene como 

objetivo disminuir el estrés ocasionado por las sucesivas extracciones de sangre que 

modifica los valores de la glucemia. Luego de un período de estabilización, se les 

suministró una solución glucosada hipertónica al 50% (Fada Pharma) por vía i.p. en una 

dosis de 1,5 g/kg de peso corporal. A los 0, 15, 30, 60 y 120 minutos luego de la 

sobrecarga de glucosa, se obtuvieron muestras de sangre del plexo retroorbitario para 

determinar las glucemias. Con los valores obtenidos se calcularon las correspondientes 

áreas bajo la curva empleando el programa Prisma. 
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III.3. Determinaciones del metabolismo lipídico.  
 

III.3.1. Determinación de TG. 
 
Para medir los TG se utilizó un kit multienzimático (Wiener Lab, Argentina) que provee 

una premezcla (reactivo A) compuesta por buffer Good (pH 6,8), clorofenol, lipoprotein 

lipasa (LPL), glicerol kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO), peroxidasa (POD), 

adenosina trifosfato (ATP) y 4-aminofenazona (4-AF). El procedimiento consiste en 

mezclar 10 μl de muestra o de estándar (cuya concentración es 2 g/l) con 1 ml de 

reactivo A e incubar durante 20 min a temperatura ambiente (18-25°C). El fundamento 

del kit se describe a continuación en la Figura III.3. 

 

Figura III.3. Fundamento para la determinación de TG. Se detallan las reacciones que 

ocurren durante la determinación de TG utilizando el kit multienzimático de Wiener Lab. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se lee en un espectrofotómetro (Biotek, EEUU) 

a 505 nm y se efectúa el siguiente cálculo: 

𝑇𝐺 (
𝑔

𝑙
) = 𝐷𝑜  𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑋 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 

𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 =
2 𝑔/𝑙

𝐷𝑜 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟
 

III.3.2. Determinación de colesterol y cálculo del índice de IR. 
 

III.3.2.A. Determinación de colesterol total. 
 
Para la determinación del colesterol total y de su fracción HDL se utilizaron kits 

(BioSystems, Argentina) y con los datos obtenidos en ambas determinaciones se 

calculó (por diferencia) la fracción No-HDL. El kit provee una premezcla que contiene 

buffer pipes, colato sódico, fenol, colesterol esterasa (CE), colesterol peroxidasa (CP), 

peroxidasa (P) y 4-aminoantipirina. 10 μl de muestra o de estándar (200 mg/dl) se 
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mezclan con 1 ml de la premezcla provista por el kit y se incuban durante 10 min a 

temperatura ambiente (18-25°C). El fundamento de la medida del Colesterol Total se 

describe a continuación en la Figura III.4. 

 

 

Figura III.4. Fundamento para la determinación de colesterol total. Se detallan las 

reacciones que ocurren durante la determinación de colesterol total utilizando el kit 

multienzimático de BioSystems. 

Luego de la incubación, se lee en un espectrofotómetro la absorbancia a 500 nm y se 

realiza el siguiente cálculo: 

𝐷𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐷𝑜 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 
 𝑥 𝐶 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 = 𝐶 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

III.3.2.B. Determinación de fracción de colesterol HDL. 
 
Para la determinación del colesterol presente en las lipoproteínas de muy alta 

densidad (HDL), el fundamento de la técnica es el mismo que para colesterol total, con 

la salvedad de que debe efectuarse un primer paso en el que las lipoproteínas de muy 

baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) deben eliminarse previamente por 

precipitación con fosfotungstato y iones magnesio. Una vez descartado el pellet, 

recuperamos el sobrenadante que contiene las partículas HDL, y se procede tal como 

fue descripto previamente para el colesterol total.  

III.3.2.C. Determinación de fracción de colesterol NO-HDL. 
 
El valor de los niveles de colesterol NO-HDL (mg/dl) surge de restarle al valor del 

colesterol total, el correspondiente valor de la fracción HDL:  

𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 − 𝐶𝑜𝑙𝑒𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 𝐻𝐷𝐿 (𝑐𝑜𝑙 − 𝐻𝐷𝐿) = 𝐶𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 𝑁𝑂 − 𝐻𝐷𝐿 (𝑐𝑜𝑙 − 𝑁𝑂 − 𝐻𝐷𝐿) 

III.3.2.D. Cálculo del índice de insulinorresistencia (Índice IR).  
 
Se calculó según lo descripto por Reaven (108) como: 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐼𝑅 =
𝑇𝐺

𝑐𝑜𝑙𝑒𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 𝐻𝐷𝐿
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III.4. Determinación de sustancias reductoras del ácido 
tiobarbitúrico (TBARS). 
 

Alícuotas de 150 μl de plasma diluidas en agua bidestilada a un volumen final de 500 

µl se mezclaron con 4 ml de ácido sulfúrico 0,08 N y 0,5 ml de ácido fosfotúngstico al 

10% y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min. El precipitado se resuspendió con 

4 ml de agua bidestilada, se agregó 1 ml de ácido tiobarbitúrico al 0,70% en ácido 

acético al 50%. Las muestras se calentaron a 95°C durante 1 hora y, luego de enfriarlas 

en baño de hielo, se agregaron 3 ml de butanol, se agitaron y centrifugaron a 2000 rpm 

durante 10 min. Se transfirió la fase orgánica a placas de 96 pocillos y se leyó la 

absorbancia en un espectrofluorómetro con emisión a 553 nm y excitación a 515 nm. 

La peroxidación lipídica se expresó como picomoles de malondialdehído/mg de 

proteína (210). 
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III.5. Experimentos con islotes de Langerhans aislados. 
 

III.5.1. Aislamiento de islotes de Langerhans. 
 
Una vez perfundido el páncreas con buffer KRB, fue removido entero y se lo colocó en 

KRB frío para proceder a su limpiado por cuidadosa eliminación del tejido adiposo y 

conectivo circundante. En una placa de Petri conteniendo KRB se juntaron los páncreas 

obtenidos de dos ratas y posteriormente se los trituró hasta obtener pequeños trozos 

para facilitar su digestión por aumento del área de exposición a la enzima colagenasa. 

Una vez triturados, se colocaron en un tubo conteniendo 11-13 mg de Colagenasa P, 

(1,8 U/mg, Sigma, Japón), se agregó buffer KRB en una proporción 2:1 y se agitó 

vigorosamente en forma manual a 37°C. El punto final de la digestión se determinó 

bajo lupa binocular (8X) y se detuvo mediante el agregado de 50 ml de KRB frío, en el 

momento en que comenzó a observarse la aparición de islotes libres del tejido 

pancreático exocrino. Posteriormente los islotes se lavaron por sedimentación 

espontánea (3 veces) en buffer KRB y finalmente se recogieron individualmente con 

pipeta bajo lupa binocular colectándose en KRB suplementado con albúmina sérica 

bovina (BSA) al 1% (211).  

III.5.2. SIEG y determinación de insulina por ELISA.  

 

III.5.2.A. SIEG. 
 
Para estudiar la SIEG in vitro en respuesta glucosa basal (3,3 mM) y estímulo (16,7 mM), 

se incubaron grupos de 5 islotes (provenientes de la digestión de 2 páncreas del mismo 

grupo de animales) durante 60 min a 37° C en 600 μl de buffer KRB con 1% de BSA 

(212). Al término del período de incubación se tomaron alícuotas del medio y se 

conservaron a –20°C para la determinación posterior de insulina por ELISA.  

III.5.2.B. ELISA. 
 
La determinación de insulina se llevó a cabo en un ensayo de ELISA sándwich, 

utilizando el Rat Insulin ELISA Kit (Invitrogen, EEUU), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Brevemente, la técnica consiste en una primera incubación de las muestras 

en placas de 96 pocillos provistas por el kit que contaban con el primer anticuerpo anti-
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insulina de rata previamente adherido que oficia como anticuerpo de captura. Luego 

de algunos lavados se agrega un segundo anticuerpo anti-insulina conjugado con 

biotina que se adhiere al complejo previamente formado, completando el “sándwich”. 

Se lava nuevamente y luego se agrega estreptavidina unida a la enzima peroxidasa HRP 

(horseradish peroxidase) y su sustrato (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina; TMB) para llevar 

a cabo la reacción enzimática de revelado del ensayo. El producto de reacción se 

cuantifica por lectura de su absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro-lector de 

placas (Multi-mode Microplate Reader- Synergy HT, Biotek) y su software asociado 

BioTek’s Gen5. La concentración de insulina en cada muestra se calcula utilizando una 

curva estándar que se corre simultáneamente en cada ensayo.  

III.5.3. Aislamiento de ARN y evaluación de su integridad.  
 
Luego del aislamiento, los islotes pancreáticos se los lava en buffer PBS en presencia 

de los inhibidores de proteasas Benzamidina (100 mM), PMSF (100 mM) y aprotinina 

(4 μg). 

Los islotes son suspendidos en 1 ml de Trizol (Invitrogen, EEUU) en tubos estériles y 

luego se los hace pasar aproximadamente 200 veces por jeringa para favorecer la 

completa disgregación del tejido y la lisis celular de manera mecánica. A continuación, 

se mezclan con 200 μl de cloroformo y se centrifuga (12000 rpm, 15 min a 4°C). Se 

separa la fase acuosa superior que contiene el ARN y ésta se centrifuga (12000 rpm, 10 

min a 4°C) con el agregado de 500 μl de isopropanol. El pellet obtenido se lava con 1 

ml de etanol 75% y se centrifuga (7600 rpm, 5 min a 4°C). Finalmente, se deja secar el 

pelet a temperatura ambiente y se resuspende en 30 μl de agua DEPC (tratada con 

dietilpirocarbonato). 

La concentración final de RNA se midió mediante cuantificación directa de su 

absorbancia a 260 nm en el equipo anteriormente mencionado. La posible 

contaminación con proteínas se controló midiendo la relación de absorbancia 260/280 

nm. La integridad del ARN se controló mediante electroforesis en gel de agarosa-

formaldehido al 1%, verificando la presencia de las bandas características de ARNr 28s 

y 18s. En la Figura III.5. Se muestra un ejemplo de los ARNs aislados en cada grupo de 

animales sacrificados a los 70 días. 
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Figura III.5. Corrida electroforética de ARN en gel desnaturalizante. Se sembró 1 
μg de RNA perteneciente a cada grupo (C, F y R). 

 

 

 

 

 

III.5.4. Obtención de ADN complementario (ADNc) por retrotranscripción y 

evaluación de su eficacia. 

 
Se realizó la retrotranscripción (RT) a partir de 1 μg de ARN total extraído de los grupos 

experimentales C, F y R. Para esto se utilizó la enzima transcriptasa reversa SuperScript 

III en una concentración de 200 U/μl (Invitrogen, EEUU). Se realizó un control negativo 

sin el agregado de la enzima.  

La eficacia de la RT de cada ADNc obtenido fue evaluada previamente a su utilización 

en determinaciones de expresión de genes específicos a través de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para β-actina utilizando la enzima Platinum Taq DNA 

Polymerasa (Invitrogen, EEUU). La visualización de la correspondiente banda se 

efectuó corriendo el producto de la reacción a electroforesis en gel de agarosa al 1% y 

se observa en la Figura III.6. 

 

Figura III.6. Electroforesis de ADN en gel de agarosa. Se 

muestra una corrida electroforética a manera de ejemplo en la 

que se observan las bandas del amplicón de β-actina de 3 

réplicas biológicas de ADNc obtenido de islotes de ratas 

provenientes de cada grupo experimental (C, F y R). 
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III.5.5 PCR en tiempo real (qPCR). 

III.5.5.A. Obtención de primers. 
 
Los primers empleados en esta técnica (Tabla III.1) se diseñaron usando las secuencias 

de referencia presentes en la base de datos de GenBank y el accesorio del software 

Lasergene que se denomina Primer Select. Una vez diseñados se utilizó la herramienta 

Blast, presente en la base de datos Pubmed, con el fin de comprobar que primers sólo 

amplificarían específicamente la región deseada. Se tuvieron en cuenta los siguientes 

parámetros: 

 Longitud del amplicón entre 100 y 200 pares de bases. 

 Longitud de los primers entre 17 y 21 bases. 

 Temperatura de annealing entre los 55° y 60°C. 

 Porcentaje de G-C entre 45 y 55%. 

 Alta estabilidad del extremo 3´. 

 Evitar la formación de horquillas, homo y heterodímeros (no más de 3 

nucleótidos iguales consecutivos). 

Tabla III.1 Secuencias de los primers utilizados para las qPCRs.  
 

Gen Secuencias 

β-Actina Fw: 5´ AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 3´ 

Rv: 5´ CGATAGTGATGACCTGACCGT 3´ 

Insulina Fw: 5´ TGTGGTTCTCACTTGGTGGA 3´ 

Rv: 5´ CAGTGCCAAGGTCTGAAGGT 3´ 

RI 
 

Fw: 5´ ATATTGACCCGCCCCAGAGG 3´ 

Rv: 5´ TAGGTCCGGCGTTCATCAGA 3´ 

Irs-1 Fw: 5´ TGTGCCAAGCAACAAGAAAG 3´ 

Rv: 5´ ACGGTTTCAGAGCAGAGGAA 3´ 

Irs-2 Fw: 5´ CTACCCACTGAGCCCAAGAG 3´ 

Rv: 5´ CCAGGGATGAAGCAGGACTA 3´ 

Pi3k Fw: 5´ TGCCCCATTTCATCCTTGTG 3´ 

Rv: 5´ GGTTGTTGTTGCCCCAGAC 3´ 

Akt Fw: 5´ GGACCACCGCCATTCAGAC 3´ 

Rv: 5´ GGTGCCCTTGCCCAGTAG 3´ 

Pdx-1 Fw: 5´ GGCTTAACCTAAACGCCACA 3´ 

Rv: 5´ GGGACCGCTCAAGTTTGTAA 3´ 

Ck19 Fw: 5´ AGTAACGTGCGTGCTGACAC 3´ 

Rv: 5´ AGTCGCACTGGTAGCAAGGT 3´ 

Caspasa 8 Fw: 5´ TAAAAAGCAGCCCAGAGGAA 3´ 

Rv: 5´ ATCAAGCAGGCTCGAGTTGT 3´ 

Caspasa 9 Fw: 5´ CCAGATGCTGTCCCATACC 3´ 

Rv: 5´ ATTGGCGACCCTGAGAAG 3´ 
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Gen Secuencias 

Caspasa 3 Fw: 5´ AGCTGGACTGCGGTATTGAGA 3´ 

Rv: 5´ AACCATGACCCGTCCCTTGAA 3´ 

Bax Fw: 5´ CGAGCTGATCAGAACCATCA 3´ 

Rv: 5´ CTCAGCCCATCTTCTTCCAG 3´ 

Bcl-2 Fw: 5´ CGGGAGAACAGGGTATGA 3´ 

Rv: 5´ CAGGCTGGAAGGAGAAGAT 3´ 

Bad Fw: 5´ CAGGCAGCAATAACAGTCA 3´ 

Rv: 5´ CCCTCAAATTCATCGCTCAT 3´ 

Ucp2 Fw: 5´ GGCTGGCGGTGGTCGGAGATAC 3´ 

Rv: 5´ CATTTCGGGCAACATTGGGAGAGG 3´ 

Sirt1 Fw: 5´ CCTGTGGGATACCTGAC 3´ 

Rv: 5´ AGAGATGGCTGGAACTG 3´ 

Pparγ Fw: 5´ GCGAGGGCGATCTTGACAG 3´ 

Rv: 5´ GATGGCCACCTCTTTGCTCT 3´ 

Sod2 Fw: 5´ ACCGAGGAGAAGTACCACGA 3´ 

Rv: 5´ TAGGGCTCAGGTTTGTCCAG 3´ 

Catalasa Fw: 5´ CCTCAGAAACCCGATGTCCTG  3´ 

Rv: 5´ GTCAAAGTGTGCCATCTCGTCG  3´ 

Jak2 Fw: 5´ TCCGTGATCTGAACAGCCTG 3´ 

Rv: 5´ ACATCTCCACACTCCCAAAG 3´ 

ObRb Fw: 5´ CTGCCCCCACTGAAAGACA 3´ 

Rv: 5´ GGGCTGCAGTGACATTAGAG 3´ 

Stat3 Fw: 5´ CTGACATTCCCAAGGAGGAG 3´ 

Rv: 5´ GGCAGGTCAATGGTATTGCT 3´ 

Stat5b Fw: 5´ TCCTGAACAACTGCTGCGTC 3´ 

Rv: 5´ TCTCTTCCGTGACCGACTCT 3´ 

Socs2 Fw: 5´ TAAGCAGTTTGACAGCGTGG 3´ 

Rv: 5´ AATGCTGAGTCGGCAGAAGT 3´ 

Hifα Fw: 5´ AGCCGGGGGAGGACGATGAA 3´ 

Rv: 5´ CACACTGCGGCTGGTTAC 3´ 

Vegfα Fw: 5´ GCTTTACTGCTGTACCTCCAC 3´ 

Rv: 5´ CAGGACGGCTTGAAGATATAC 3´ 

Vegfαr2 Fw: 5´ AGCGCTGTGAACGCTTGCCT 3´ 

Rv: 5´ GCTCGGTGCTCGCTGTGTGT 3´ 

Nd1 Fw: 5´ AGCATCCTACCCCCGTTTTC 3´ 

Rv: 5´ TGCTAGGAAAATTGGCAGGGA 3´ 

Nd2 Fw: 5´ TAGCCCCCTTCCACTACTGA 3´ 

Rv: 5´ TGGGTCTGGTTAAGTCCTCCT 3´ 

Atp6 Fw: 5´ GCCTCTTTCATTACCCCCACA 3´ 

Rv: 5´ TCGGTTGCTGATTAGGCGTT 3´ 

Uxs1 Fw: 5´ GCAAAACTGATGCTGGGGTG 3´ 

Rv: 5´ GCAGGCTTGGGTTTAGGGAT 3´ 

 
 

III.5.5.B. qPCR. 
 
Se utilizó Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, EEUU) y SYBG Green como 

fluoróforo. La reacción se corrió en un equipo Mini Opticon real-time PCR detection 
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system (Bio-Rad Laboratories, EEUU). Para la cuantificación se utilizó el método ΔΔCt 

y se optó por β-actina como patrón interno. Se consideró la eficiencia máxima de los 

primers. 

III.5.6. Obtención de proteínas insulares y posterior identificación y cuantificación de 

proteínas específicas por Wb.  

 
Sonicamos los islotes en 3 ciclos de 5 seg en buffer Tris-HCl 1M pH 6,8 (Tritón 1%, EDTA 

5mM, PMSF 100 mM y aprotinina 4 μg) y cuantificamos la proteína total presente en 

el homogenado empleando el reactivo Biorad protein assay (BioRad, EEUU) en un 

espectrofotómetro Shimadzu (213). Las muestras se conservaron a -80°C. 

Las proteínas se desnaturalizaron en buffer Laemmli y β-mercaptoetanol (en relación 

1:1) y calentaron a 95°C durante 10 min. La separación de proteínas se realizó 

mediante electroforésis vertical en geles de poliacrilamida con SDS utilizando un 

equipo Mini Protean 3 Cell (BioRad, EEUU) en el que sembramos hasta 40 μg de 

proteínas totales.  El porcentaje de acrilamida del gel fue del 10% (Tris-HCl 1M pH 8,8, 

SDS 10%, Persulfato de amonio 0,2% y TEMED 0,2%) y se empleó el Precision Plus 

Protein standards (Biorad, EEUU) como estándar de PM.  

Las proteínas resueltas se transfirieron del gel a una membrana de PVDF utilizando el 

sistema de transferencia semi-húmeda (10 V durante 30 min) y posteriormente, las 

membranas se incubaron con leche al 10% en buffer TBS para bloquear la unión 

inespecífica de los anticuerpos.  

Las membranas se lavaron con TBS-Tween 0,05 % y se incubaron durante toda la noche 

a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente (diluido en TBS-Tween al 0,1% y BSA 

1%). Posteriormente las membranas se volvieron a lavar y se incubaron con el 

anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora. Se reveló con ECL prime, 

empleando el kit AmershamTM ECLTM Western blotting analysis system (GE 

Healthcare, UK). Las intensidades de las bandas obtenidas se cuantificaron con el 

escáner C-DiGitR Blot Scanner (LI-COR) y el software Image Studio Digits 3.1, utilizando 

β-actina como estándar interno. 
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En la Tabla III.2 se detallan el PM (Kda) de la proteína a detectar, la cantidad de proteína 

sembrada (μg proteína), los anticuerpos empleados, las diluciones utilizadas, tiempos 

de incubación (t) en minutos (m) u horas (h) y el tipo de revelado para cada proteína 

en particular.  

Tabla III.2. Especificaciones de los anticuerpos utilizados en los Wbs efectuados.  
 

Proteína PM μg % del 
gel 

Anticuerpo 
primario 

t 
(h) 

Anticuerpo 
secundario 

t 
(min) 

R 

 
β-Actina 

 
42 

 
40 

 
10 

Anti β-Actina 
1:10000 

 
18 

Anti ratón 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
RI 

 
95 

 
40 

 
10 

Anti RI 
1:100 

 
18 

Anti conejo 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
Caspasa 3 

 
17 

 
40 

 
10 

Anti Caspasa 3 
1:1000 

 
18 

Anti conejo 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
Bcl-2 

 
26 

 
40 

 
10 

Anti Bcl-2 
1:200 

 
18 

Anti conejo 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
Bad 

 
25 

 
40 

 
10 

Anti Bad 
1:50 

 
18 

Anti ratón 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
SOD2 

 
23 

 
40 

 
10 

Anti SOD2 
1:100 

 
18 

Anti conejo 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 
Catalasa 

 
55 

 
40 

 
10 

Anti Catalasa 
1:1000 

 
18 

Anti conejo 
1:20000 
IgG-HRP 

 
60 

 
ECL 

 

 

III.5.7. Aislamiento del ADN.  
 
El aislamiento de ADN se llevó a cabo para islotes y leucocitos utilizando el Kit EasyPure 

Genomic DNA (Tansgene, Francia). La principal diferencia en el tratamiento de ambas 

muestras radicó en la cantidad del material de partida; en el caso de los islotes, se 

utilizaron entre 800 y 1000 islotes aislados en el mismo día, mientras que, en el caso 

de la sangre, se partió de 250 µl que podían haber sido extraídos el mismo día o haber 

estado congelados a -20 °C. 

El primer paso de la extracción consistió en incubar la mezcla del material biológico 

(islotes o leucocitos) con 100 µl de buffer de lisis y 10 µl de proteinasa K durante 30 
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min a 56°. En el caso de los islotes, se requirió la disrupción mecánica del tejido con 

una jeringa. Luego se agregaron 500 µl de buffer de unión y se incubó 10 min a 

temperatura ambiente, para luego transferirla a una columna de extracción. Se 

centrifugó a 12000 G durante 30 seg y se lavó la columna. El ADN retenido se eluyó con 

agua DEPC precalentada a 65°C y una centrifugación durante 1 min a 12000 G. Las 

muestras fueron conservadas a -80°C.  
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III.6. Análisis estadístico. 
 

Todos los parámetros relevados se almacenaron en una base de datos confeccionada 

para su análisis. 

Análisis estadístico descriptivo 

Los datos de variables continuas numéricas se expresaron como la media ± el error 

estándar de la media, mientras que los datos de variables categóricas se expresaron 

como proporciones o porcentajes. 

Análisis estadístico inferencial 

El análisis estadístico inferencial varió según el capítulo y el tipo de datos: 

Capítulo IV:  después de realizar el test de normalidad de datos (Shapiro-Wilk), se aplicó 

el Test-t Student para comparar las medias de dos grupos. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas cuando el valor de p<0,05. 

Capítulos V, VI y VII:  se realizó el Test ANOVA para comparar las medias de más de dos 

grupos independientes. Posteriormente, se verificó la homogeneidad de varianzas 

mediante el test de Levene. En función del resultado, se aplicaron las pruebas post hoc 

de Tukey (cuando se cumplía la igualdad de varianzas) o Tamhane (cuando no se 

cumplía la igualdad de varianzas). Las diferencias se consideraron estadísticamente 

significativas cuando el valor de p<0,05. 

Capítulos VIII y IX: se empleó el Test de Regresión Logística teniendo en cuenta 

secuencias cuya cobertura > 10. Se consideró una CpG como DM cuando la diferencia 

de metilación > |5| y q < 0,05. 
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III.7.  Secuenciamiento masivo del metiloma y análisis 
bioinformático. 
 

III.7.1. Muestras enviadas a secuenciar  
 
Enviamos a la empresa Novogene (EEUU) tres 3 réplicas biológicas por grupo de islotes 

y 3 de sangre (C1, C2, C3, F1, F2, F3, R1, R2 y R3) para llevar a cabo el secuenciamiento 

del genoma completo con tratamiento previo con bisulfito (WGBS). Con el propósito 

de asegurar la calidad de las muestras enviadas, la cantidad total de ADN en cada una 

no podía ser inferior a 2,5 µg y debía estar diluido a una concentración mínima de 20 

ng/µl en un volumen de 20 µl.  

La verificación de la concentración y la evaluación de la contaminación (mediante la 

relación 260/280) se llevaron a cabo utilizando un espectrofotómetro, mientras que la 

integridad del ADN se confirmó mediante análisis de electroforesis en gel de agarosa 

(Figura III.7). 

 

Figura III.7. Electroforesis de ADN en gel de agarosa. Se muestran 3 bandas 
correspondiente a muestras de ADN extraídas de islotes pancreáticos pertenecientes 
a animales de los grupos C, F y R.  

 

En una primera instancia, Novogene informó que varias muestras de sangre y una de 

las muestras de islotes no cumplieron con los estándares de control de calidad, debido 

a la presencia de ADN levemente degradado, impurezas y contaminación por ARN. La 

Figura III.8 exhibe los resultados de la electroforesis realizada en las 18 muestras. 
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Figura III.8. Electroforesis de ADN extraído de sangre periférica (calles 1 a 9) e 
islotes (calles 10 a 18) pertenecientes a los grupos C, F y R. Se muestran 3 réplicas 
biológicas para cada tejido. S: muestra estándar, M-1: DNA Ladder (Trans 2k plus). 
Se sembraron 50 ng de ADN por muestra. 

 

Para abordar este problema, se llevó a cabo una purificación de las muestras que no 

pasaron el control de calidad utilizando partículas magnéticas, lo cual resultó ser un 

procedimiento eficaz. A continuación, se presenta la imagen del gel de electroforesis 

efectuado luego del paso de purificación (Figura III.9). 

 

Figura III.9. Electroforesis de ADN de las muestras 
post purificación con beads magnéticas. 8 
muestras de sangre (calle 1 a 8) y 1 muestra de 
islotes (calle 9). S: muestra estándar, M-1: DNA 
Ladder (Trans 2k plus). Se sembraron 50 ng de 
DNA por muestra. 

 

 

III.7.2. Secuenciación NovaSeq PE 150. 
 

III.7.2.A. Características de la secuenciación.  
 
Se empleó la plataforma NovaSeq PE 150 para llevar a cabo el secuenciamiento de 

genoma completo con bisulfito. Este enfoque de secuenciación, desarrollado por 

Illumina, se encuadra en la categoría de secuenciación de nueva generación, que hace 

uso de tecnologías de alto rendimiento. 



Capítulo III: Materiales y Métodos. 

85 
 

En términos generales, el proceso de secuenciación masiva comienza con la generación 

de bibliotecas de ADN. Para ello, se fragmenta el ADN genómico, enriquecido con ADN 

lambda, en un rango de 200 a 400 pares de bases (pb) y se somete a tratamiento con 

bisulfito, lo que da como resultado la formación de ADN monocatenario. 

Posteriormente, se lleva a cabo la ligación de adaptadores específicos y la síntesis de 

ADN de doble hebra mediante amplificación por PCR sobre un soporte sólido. A 

continuación, los fragmentos unidos se someten al proceso de secuenciación 

propiamente dicho, que implica ciclos de incorporación de nucleótidos. En cada ciclo, 

se incorpora un nucleótido marcado con fluorescencia a la cadena en crecimiento, se 

detecta la señal y se registra. En el caso de NovaSeq PE150, las moléculas de ADN se 

secuencian desde ambos extremos (paired-end), generando lecturas de 150 pb (214). 

Durante el tratamiento con bisulfito, las citosinas se desaminan, transformándose en 

uracilo, mientras que las citosinas que se encontraban metiladas no pueden ser 

convertidas y permanecen inalteradas. De esta manera, la comparación entre la 

secuenciación estándar y la secuenciación posterior al tratamiento con bisulfito 

permite la identificación de las citosinas metiladas y no metiladas, desentrañando así 

su estado de metilación (Figura III.10) (201).  

 

 

 

 

 

Figura III.10. Esquema donde se compara la secuenciación simple con la de bisulfito 
para desenmascarar citosinas metiladas y no metiladas. La comparación entre el 
secuenciamiento del genoma nativo vs el genoma tratado con bisulfito permite 
determinar las citocinas que se encuentran metiladas. 
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III.7.2.B. Controles de calidad. 
 
Después de completar el proceso de secuenciación, se lleva a cabo un riguroso control 

de calidad de las lecturas resultantes. En este procedimiento, se emplea la escala de 

calidad Phred, la cual asigna un valor de calidad a cada base presente en la secuencia, 

indicando la probabilidad de que dicha base sea errónea. Estos valores de calidad se 

calculan utilizando la siguiente fórmula: 

𝑃ℎ𝑟𝑒𝑑 =  −10 𝑙𝑜𝑔10(𝑝) 

En la fórmula, "p" representa la probabilidad de la base informada sea incorrecta. Se 

estableció un umbral de calidad de garantizando así que la gran mayoría de las lecturas 

cumplan con estándares de alta calidad. Como resultado, se generaron millones de 

lecturas en formato FASTQ, un archivo de texto que almacena tanto las secuencias 

como la información de calidad asociada a cada base. 

III.7.2.C. Análisis de los datos de la secuenciación. 
 
Para analizar los datos de secuenciación, se emplearon diversas herramientas 

bioinformáticas con el fin de identificar las regiones CpGs DM correspondientes a cada 

grupo utilizando los archivos FASTQ proporcionados por Novogene. 

El primer paso del análisis involucró el control de calidad y el procesamiento de las 

secuencias, que incluyó la eliminación de adaptadores (que se habían añadido durante 

la creación de las bibliotecas) y de las lecturas de baja calidad. Para llevar a cabo esta 

tarea, se utilizó la herramienta Rfastp del paquete Bioconductor, lo que resultó en la 

obtención de archivos FASTQ procesados. 

El segundo paso comprendió el alineamiento y la determinación del nivel de 

metilación. En este proceso, los archivos FASTQ se alinearon con el genoma de 

referencia de rata (versión rn6), utilizando el alineador de lectura Bowtie 2. Durante 

esta etapa, se eliminaron las lecturas que mapeaban exactamente al mismo lugar 

(proceso de “deduplicación de lecturas”) y se realizó la extracción de sitios metilados. 

Cabe destacar que se excluyeron las primeras 5 bases de cada lectura en la dirección 

inversa debido al sesgo de metilación, un efecto secundario que surge durante la 

preparación de las bibliotecas y que resulta en la adición de citosinas no metiladas. 
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Como resultado de este paso, se obtuvieron archivos de alineamiento y de extracción 

de sitios metilados. 

El tercer paso se enfocó en la determinación de los sitios CpGs DM, utilizando el 

paquete Methylkit dentro de Bioconductor. Para identificar estos sitios, se aplicó una 

prueba de regresión logística y se consideraron únicamente aquellos con una 

cobertura superior a 10. Los valores de corte para clasificar un sitio CpG como 

diferencialmente metilado fueron: meth.diff > |5| y q-value < 0,05. Esto condujo a la 

generación de archivos que contenían información sobre los sitios CpGs, la cobertura 

y la cantidad de citosinas y timinas en cada muestra. 

El cuarto paso se centró en la anotación de genes. Para llevar a cabo esta tarea, se 

utilizó un archivo de la base de datos RefSeq en formato BED12, que proporciona 

información sobre las características estructurales de los genes en el genoma de la 

rata, así como el archivo que indicaba la ubicación de las CpGs diferencialmente 

metiladas. En este caso, se empleó la herramienta bioinformática Genomation, que 

forma parte de Methylkit. Se utilizaron criterios específicos para definir las regiones 

del ADN genómico: promotores, cuerpos de genes e intergénicas (Figura III.11.A), 

además de las islas CpGs, Shores y Open Sea (Figura III.11.B). Los criterios se basaron 

en la ubicación relativa a los genes y a las islas CpGs, con el objetivo de asignar a cada 

región su correspondiente anotación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.11. Regiones del ADN genómico. A. El esquema resume los criterios 
adoptados para determinar las regiones del ADN genómico. Las regiones 
intergénicas son las que se encuentran > + 2000 pb y < -4000 pb; el promotor se 
encuentra entre -4000 y +200 pb, mientras que el cuerpo de gen entre > + 200 pb y 
< + 2000 pb. B. Esquema general de anotaciones CpG. Las denominadas isla CpG 
(CGI) se encuentran rodeadas a ambos lados por los shores, que tienen un tamaño 
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de 2 kb. A continuación de los shores se encuentran los denominados CpG shelf que 
también poseen un tamaño de 2 kb y a partir de estos está lo que se denomina Open 
Sea o inter CGI. 

 

En el caso particular de que los sitios DM estuvieran situados en el cromosoma 

mitocondrial, se categorizaron teniendo en cuenta las características particulares de 

su estructura mencionadas en la introducción. Según esto, consideramos la región 

promotora como la comprendida dentro del D-loop entre las posiciones de los 

nucleótidos 15416 y 16313. Todas las demás metilaciones fueron consideradas como 

ubicadas dentro del cuerpo del gen correspondiente a su ubicación (Figura III.12). Por 

otro lado, todas las CpG DM ubicadas dentro de este cromosoma se consideraron 

ubicadas en regiones Open sea. 

Figura III.12. Criterios adoptados para 
diferenciar las regiones del ADNmt de rata. El 
esquema muestra la ubicación de la región D-
loop (formada por los 3 promotores, HSP1, HSP2 
y LSP que se muestran en la región ampliada y 
coloreada en gris), de los cuerpos de los 13 genes 
que codifican ARNm (en azul los ubicados en la 
cadena pesada y en verde el ND6, único gen de 
ARNm ubicado en la cadena liviana) y de los 
cuerpos de los genes que codifican los ARNr 16s 
y 12s (en amarillo). En el esquema se omitió la 
ubicación de los ARNt. Las secuencias metiladas 
que se ubiquen en la región D-loop (en posición 
15416-16313 pb) serán consideradas como 
pertenecientes a la región promotora, mientras 
que cualquier otra ubicación será considerada 
como perteneciente al cuerpo del gen, 
dependiendo de la ubicación particular. 
Adaptada de (215). 

 

 

 

El quinto paso realizado fue el análisis de enriquecimiento funcional de los genes 

asociados a las CpGs DM. Esto nos permitió determinar las vías de señalización y 

funciones biológicas enriquecidas en los genes de interés. Para esto se utilizó la 

herramienta web Enrichr y, dentro de ésta, la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes).
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IV.1. Resultados 
 

En este capítulo se analizarán los grupos C21 y F21 (detallados anteriormente) con el 

objetivo de validar el modelo de DRF por 21 días como inductora de PD. 

IV.1.A. Parámetros dietarios. 
 
Al comparar el comportamiento alimenticio de las ratas de ambos grupos observamos 

que las del grupo F21 consumieron diariamente un volumen significativamente mayor 

de bebida que las del C, y en paralelo, disminuyeron significativamente la cantidad de 

comida sólida ingerida a manera de compensación espontánea (p<0,05), tal como se 

puede observar en la Figura IV.1 A y B. 

 

Figura IV.1. Parámetros dietarios de ratas sacrificadas a los 21 días. En color celeste 
se representan los datos de las ratas del grupo C21 y en rosa los de las ratas del grupo 
F21. Cada valor representa la media ± EEM de los 10 animales que integran cada 
grupo experimental. *p<0,05 con respecto a C21. A) Cantidad de bebida ingerida 
diariamente por los animales de ambos grupos experimentales. Los resultados se 
expresan en ml/rata.día. B) Cantidad de alimento sólido ingerido diariamente por 
cada animal expresado en g/rata.día.  

 

Para la realización de los cálculos de nutrientes y calorías ingeridas se tuvo en 

consideración lo explicado en la sección de Materiales y Métodos (Capítulo III) con 

respecto a la composición del alimento sólido. En cuanto a los nutrientes ingeridos, los 

animales del grupo F21 consumieron significativamente más que los controles 

(p<0,05), tal como se observa en la Figura IV.2. Debido al consumo extra de fructosa 

en la bebida de las ratas del grupo F21, la distribución de los diferentes nutrientes 

(hidratos de carbono, proteínas y lípidos) fue muy diferente entre ambos grupos. 
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Figura IV.2. Consumo de nutrientes Se grafica el consumo neto e individual de los 
diferentes nutrientes:  hidratos de carbono (sector inferior de la barra, color rosa), 
proteínas (sector central de la barra, color celeste) y lípidos (sector superior de la 
barra, color verde) ingeridos diariamente por ratas de ambos grupos (C21 y F21) 
expresados en g/rata.día. &p<0,05 respecto de C21. La Tabla de la derecha resume 
los valores numéricos representados en el gráfico de barras apiladas. Cada valor 
representa la media ± EEM de los 10 animales que integran cada grupo experimental. 
*p<0,05 respecto a C21. 

 

Este cambio cuali/cuantitativo de nutrientes se vio reflejado en el total de calorías 

ingeridas. Observamos que la compensación espontánea que realizaron las ratas F21 

resultó parcial, ya que el aporte calórico extra proporcionado por la bebida edulcorada 

con fructosa provocó que la dieta resultase hipercalórica con respecto a la consumida 

por los animales del grupo C21 (Figura IV.3).  

 

Figura IV.3. Consumo calórico diario Se grafica el consumo diario ingerido por las 
ratas de ambos grupos experimentales (C21 y F21) expresado en Kcal/rata.día y 
aporte individual de los hidratos de carbono (sector inferior de la barra, color rosa), 
proteínas (sector central de la barra, color celeste) y lípidos (sector superior de la 
barra, color verde). &p<0,05 respecto de C21. La Tabla de la derecha resume los 
valores numéricos representados en el gráfico de barras apiladas. Cada valor 
representa la media ± EEM de los 10 animales que integran cada grupo experimental. 
*p<0,05 respecto a C21. 
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IV.1.B. Parámetros de crecimiento. 
 
A pesar de que la dieta del grupo F21 fue hipercalórica, este cambio en las calorías 

ingeridas no resultó suficiente como para repercutir en la tasa de crecimiento corporal, 

no observándose diferencias significativas en la cantidad de gramos diarios de 

crecimiento corporal registrado en las ratas de ambos grupos experimentales, ni en la 

curva de evolución del peso corporal (Figura IV.4 A y B). 

 

 

Figura IV.4. Parámetros de crecimiento corporal de ratas sacrificadas a los 21 días. En 
color celeste se representan los datos de las ratas del grupo C21 y en rosa los de las ratas 
del grupo F21. Cada valor representa la media ± EEM de los 10 animales que integran cada 
grupo experimental. *p<0,05 con respecto a C21. A) Tasa de crecimiento expresada en 
g/rata.día. B) Curva de evolución del peso corporal de cada animal expresada en g a lo 
largo del período de tratamiento.  

 

IV.1.C. Metabolismo glucémico. 
 
La glucemia de los animales al final del período de seguimiento la registramos tanto 

sin ayuno previo (determinaciones de “glucemia al azar”) como con ayuno nocturno 

(las ratas de ambos grupos pasaron la noche con libre acceso a agua corriente pero 

privadas de alimento sólido y de fructosa). Como se aprecia en la Figura IV.5 A y B, no 

se registraron diferencias significativas entre los grupos C21y F21 tanto en los valores 

de glucemia al azar como en los de glucemia en ayunas. Sin embargo, al evaluar la 

tolerancia a la glucosa a través de la PTGip, observamos diferencias significativas 

(p<0,05) en el grupo F21 respecto del C21 a los 30 y 60 minutos luego de la sobrecarga 

de glucosa. Esto se pudo corroborar al calcular el área bajo la curva que resultó 

significativamente mayor en las ratas tratadas con fructosa (área total C21 vs F21: 

319,57 ± 36,13 vs 584,81 ± 65,83 UA; p<0,05; Figura IV.5 C1 y C2).  
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Figura IV.5. Metabolismo glucémico de ratas sacrificadas a los 21 días. En color 
celeste se representan los datos de las ratas del grupo C21 y en rosa los de las ratas 
del grupo F21. A) Glucemia al azar (mg/dl) B) Glucemia en ayuno (mg/dl) C1) Curva 
registrada en la PTGip (CTGip), se grafica la evolución de la glucemia a lo largo de los 
120 minutos posteriores a la carga de glucosa C2) Área bajo la CTGip (ABC) expresada 
en unidades arbitrarias. Para los paneles A y B cada valor representa la media ± EEM 
de los 10 animales que integran cada grupo experimental. Para los paneles C1 y C2 
cada valor representa la media ± EEM de los 5 animales que integran cada grupo 
experimental. *p<0,05 respecto a C21. 

 

IV.1.D. SIEG en islotes aislados. 
 
La secreción de insulina en respuesta a una concentración basal de glucosa (glucosa 

3,3 mM) por parte de islotes aislados incubados durante 60 minutos no mostró 

diferencias entre grupos. Sin embargo, los islotes aislados de los animales del grupo 

F21 secretaron más insulina que los provenientes del grupo C21 en respuesta a altas 

concentraciones de glucosa como es 16,7 mM (C21 vs F21: 11,38 ± 2,85 vs 22,3 ± 2,22 

ng insulina/hora.islote; p< 0, 05; Figura IV.6).  
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Figura IV.6.Secreción de insulina estimulada por glucosa. Los valores se expresan 
como ng insulina/hora.islote, y representan la media ± EEM de 15 medidas 
independientes (tubos conteniendo 5 islotes cada uno) provenientes de 3 
experimentos con islotes aislados de 6 ratas por cada grupo experimental. En 
celeste, C21 y en rosa, F21. *p<0,05 respecto a C21 a la misma concentración de 
glucosa.  

 

IV.1.E. Metabolismo lipídico. 
 
El valor de TG plasmáticos registrado en los animales de grupo F21 no sólo fue 

significativamente mayor que el del grupo control, sino que llegó a duplicar su valor 

promedio (C21 vs F21: 95,65 ± 8,54 vs 187,70 ± 18,60 mg/dl; p<0,05). Por otro lado, no 

encontramos diferencias significativas en los valores de colesterol total y de sus 

fracciones, col-HDL y col-NO-HDL (Figura IV.7 A y B). Adicionalmente, calculamos el 

índice IR y observamos que las ratas F21 presentaron valores significativamente 

mayores a los registrados en el grupo C21 (p< 0,05) (Figura IV.7C).  



Capítulo IV: Validación del modelo PD. 

96 
 

 

Figura IV.7. Metabolismo lipídico y cálculo del índice IR. En color celeste se 
representan los datos de las ratas del grupo C21 y en rosa los de las ratas del grupo 
F21. Cada valor representa la media ± EEM de los 10 animales que integran cada 
grupo experimental. *p<0,05 con respecto a C21. A) Gráfico de los valores de TG 
plasmáticos expresados como mg/dl B) Las barras apiladas representan los valores 
de colesterol total con sus dos facciones, la fracción col-HDL (columna inferior, gris 
oscura) y col-NO-HDL (columna superior, gris clara) expresadas en mg/dl. C) Índice 
IR expresado en unidades arbitrarias (UA).  

 

VI.1.F. TBARS.  
 
Se evaluó el EO de manera indirecta, a través de la medida de peroxidación lipídica 

representada por los TBARS. Tal como se observa en la Figura IV.8, no registramos 

diferencias significativas entre los grupos. 

 

Figura IV.8. Peroxidación lipídica. Se 
representan las Sustancias Reactivas al 
Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) para cada 
grupo experimental formado por 10 
animales expresadas como pmol/mg de 
proteína. En celeste se representa al grupo 
C21 y en rosa al F21. Los resultados se 
expresan como la media ± EEM en pmol/mg 
de proteína. 
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VI.1.G. Apoptosis.  
 
En relación con proceso de apoptosis, determinamos los niveles de dos de las proteínas 

claves que participan en el proceso de apoptosis: la proteína anti-apoptótica Bcl-2 y la 

fracción activa (clivada) de la Caspasa-3, proteasa efectora de ambas vías, extrínseca e 

intrínseca. A través de la técnica de Wb, observamos que en el homogenado de islotes 

provenientes de animales del grupo F21 se registró simultáneamente un descenso del 

nivel de la proteína Bcl-2 y un incremento de la forma activa de la Caspasa-3 (aunque 

no resultaron estadísticamente significativos), evidenciando que la apoptosis de 

células insulares estaría siendo estimulada en animales que recibieron la alimentación 

con una DRF (Figura IV.9).  

 

Figura IV.9. Wb de Bcl-2 y Caspasa-3. Se utilizaron homogenados de islotes aislados 
de animales de ambos grupos experimentales (C21 -celeste- y F21 -rosa-) Se 
muestran imágenes representativas de las bandas de las proteínas de interés (Bcl-2 
y caspasa-3 activa) y del estándar interno (β-actina) en uno de los 3 Wbs realizados. 
El gráfico de barras representa la intensidad relativa de las bandas de Bcl-2 y 
Caspasa-3 respecto al estándar interno β-actina (unidades arbitrarias respecto al 
control). Cada valor representa la media ± EEM de 3 experimentos independientes, 
utilizando 6 ratas por grupo. *p<0,05 con respecto a C21.  

  



Capítulo IV: Validación del modelo PD. 

98 
 

IV.2. Discusión y conclusiones. 
 

IV.2.1. Discusión. 
 
En este capítulo validamos el modelo murino que venimos utilizando en nuestro 

laboratorio que emula las alteraciones plurimetabólicas ocurridas en la PD humana con 

el fin de poder usarlo como base para luego desarrollar el modelo de reversión. 

En este camino de validación y estandarización de los valores de los principales 

parámetros, encontramos que el grupo F21 consumió un volumen significativamente 

mayor de bebida que los del grupo C21 y, esto fue acompañado por una disminución 

del consumo del alimento sólido. Esto se debe, al menos en parte, a que, debido a su 

cambio en la palatabilidad, la solución edulcorada les resulta más atractiva para 

consumir que el agua. Este aumento del consumo de carbohidratos en la bebida 

generó un comportamiento de compensación espontánea donde disminuyeron el 

consumo de nutrientes provenientes del alimento sólido.  

En relación con este punto, es sabido que los animales normalmente regulan su peso 

corporal de forma tal, que, si comen más de lo necesario, posteriormente ayunarán 

como mecanismo compensatorio (216). Sin embargo, la fructosa es uno de los pocos 

nutrientes que posee la capacidad de desencadenar respuestas similares a la inanición, 

induciendo tanto el hambre como la sed a través de un efecto de resistencia a la 

leptina, y de un efecto osmótico que provoca un desplazamiento de agua hacia la 

célula, respectivamente (217). Esto se debe a que la fructosa en el hígado se 

metaboliza a través de actividad de la enzima fructoquinasa de manera independiente 

de los mecanismos de retroalimentación negativa del metabolismo glucídico. El 

resultado neto es que la fructosa estimula la ingesta de alimentos y agua, aumenta los 

depósitos de energía (grasas y glucógeno), induce resistencia a la insulina (para 

proporcionar preferentemente glucosa al cerebro), aumenta la presión arterial, reduce 

las pérdidas de sodio, y disminuye las necesidades de oxígeno al reducir la actividad 

mitocondrial y depender más de la glucólisis. Por todo esto, la fructosa actúa como una 

señal de alarma que dispara una respuesta de búsqueda de alimento (218). 
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En nuestro modelo se comprueban el efecto inductor de la sed y en el equilibrio entre 

la inducción del hambre propuesto por Johnson (217) y la compensación descripta por 

Keesey & Hirvonen (216) y, pareciese que prima este segundo efecto. A pesar de la 

existencia de esta compensación espontánea por parte de nuestros animales del grupo 

F21, ésta no tuvo una eficiencia del 100% y, por lo tanto, las dietas no resultaron 

isocalóricas, sino que hubo una cierta diferencia en las calorías ingeridas, siendo la 

dieta de F21 hipercalórica con respecto al control. A pesar de esto, no se evidenciaron 

cambios en la tasa de crecimiento.  

La fructosa estimula los receptores del sabor dulce en la lengua y genera una respuesta 

de dopamina en el cuerpo estriado ventral del cerebro (219). El componente adictivo 

de la fructosa se relaciona con que disminuye los receptores de dopamina 

(específicamente el D2R) y esto genera un mecanismo para asegurar la búsqueda 

continua de alimento mediante la creación de un deseo adictivo de ingerir más (220). 

Además, la reducción en el receptor de dopamina se asocia con la reducción de la 

actividad cortical prefrontal y con el aumento de la impulsividad (221). 

Adicionalmente, el ácido úrico, producto del metabolismo de la fructosa, también 

aumenta en animales hambrientos, y dispara la respuesta de búsqueda de alimento 

que se asocia con un aumento en la actividad locomotora, exploratoria e impulsividad 

(222,223). En humanos también fue asociada con aumento en la impulsividad 

(222,224), desinhibición (225) y excitación (223). Según Choi (226), la administración 

de sacarosa a ratas preñadas resultó en un aumento de la impulsividad y actividad 

locomotora con una disminución en la expresión de los receptores D2R y D4R en el 

cuerpo estriado. En nuestros animales, si bien no realizamos ningún test de 

comportamiento, observamos que los pertenecientes al grupo F21 solían ser mucho 

más activos físicamente que los del grupo C21. Podríamos sospechar que una 

diferencia pequeña, aunque significativa, entre las calorías consumidas por ambos 

grupos en un período corto de tratamiento no generarían diferencias en los pesos 

corporales de animales tratados y controles producto de la hiperactividad desarrollada 

por los que consumieron la DRF. 

Con respecto a la evaluación de la homeostasis glucémica, se realizaron diferentes 

medidas, en las cuales encontramos que las ratas de los grupos C21 y F21 no 
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presentaron diferencias en glucemias al azar ni en ayunas, pero sí se evidenció su 

estado de PD ya que la realizarles una PTGip presentaron TGA, lo cual se puso de 

manifiesto en las diferencias significativas obtenidas en dos puntos de la curva de 

glucemia, pero mucho más evidentemente al calcular las áreas bajo la curva tal como 

ya había sido reportado previamente por nuestro grupo (227). 

Las ratas del grupo F21 presentaron una marcada dislipemia, característica de la PD, 

generada a partir del dramático aumento de los TG. A pesar de que no presentaron 

diferencias significativas en el colesterol total ni en sus fracciones, el valor de TG influyó 

directamente en el cálculo del índice IR, cuyo valor duplicó al de las ratas controles, tal 

como ha sido reportado en reiteradas publicaciones del CENEXA (228-230). 

El último factor clave de PD que presentó el grupo F21 fue la hiper-respuesta secretora 

de insulina ante el estímulo de glucosa, como mecanismo compensatorio parcial de las 

células β que se encuentran hiperfuncionando para enfrentar a la IR. Esta adaptación 

de las células pancreáticas también se ha encontrado en ratas Wistar alimentadas con 

DRS (230).  

En concordancia con lo establecido en diferentes trabajos realizados con animales 

(231) como con humanos (232), encontramos que los TBARS se vieron aumentados en 

el grupo F21 con respecto al C21, aunque en nuestro caso, este aumento no fue de 

significancia estadística. 

Por último, la evaluación de los niveles proteicos de factores claves en el desarrollo de 

apoptosis como son las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y la caspasa efectora de ambas 

vías apoptóticas (Caspasa-3) mostraron que la tendencia de los islotes pertenecientes 

a animales del grupo sometido a la dieta fructosada fue pro-apoptótica, evidenciando 

un aumento (no significativo) de Caspasa-3 y la disminución de Bcl-2. Los resultados 

fueron concordantes con lo encontrado en anteriores trabajos publicados por nuestro 

grupo y es una característica del modelo PD la disminución de la masa de los islotes 

pancreático (233). 
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IV.2.2. Conclusiones. 
 
Las ratas SD alimentadas con una DRF por 21 días generan un desbalance metabólico 

similar a la PD humana, con presencia de TGA, dislipemia, IR, hipersecreción de insulina 

(hiperfunción de células β) y aumento de la apoptosis que nos permite continuar 

utilizándolo en procura de desarrollar un modelo de reversión, como veremos en el 

siguiente capítulo.
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V.1. Resultados. 
 

Se probaron diferentes estrategias con el objetivo de encontrar un modelo que nos 

permita ver una reversión parcial o total del estado similar a PD instalado a los 21 días 

con la DRF. 

V.1.A. Primer intento: reversión por cambios en el hábito alimenticio utilizando un 

período total de seguimiento de 42 días. 

 
En una primera instancia se evaluó llevar a cabo un período de alimentación en el que 

a partir del día 21 se replicase una segunda ventana temporal de la misma longitud 

durante la cual, un grupo de animales que venía consumiendo la DRF por las primeras 

3 semanas completase los 42 días con una dieta estándar y consumiendo agua 

corriente como bebida. Para esto, tal como se observa en la Figura V.1, generamos 3 

nuevos grupos en los que todos los animales recibieron la misma comida comercial 

estándar y diferentes bebidas: 

 C42, en el que los animales consumieron agua por 42 días,  

 F42, en el que los animales consumieron la solución 10% p/v de fructosa por 42 

días y  

 R42, en el que los animales consumieron la misma solución fructosada que los 

F42, pero sólo por 21 días y luego cambiamos su bebida por agua corriente por 

21 días más.  

 

Figura V.1. Grupos experimentales. Ratas Sprague 
Dawley fueron alimentadas con dieta comercial 
estándar y divididas en 3 grupos que fueron 
sacrificados a los 42 días: C42 consumió agua como 
bebida, F42 una solución de fructosa en agua al 10% 
p/v y R42 consumió los primeros 21 días solución de 
fructosa en agua al 10% p/v y posteriormente 
consumió agua corriente por 21 días más. N C42= 4, 
N F42= 4 y N R42= 4. 

 

No encontramos diferencias significativas en los valores plasmáticos de TG entre las 

ratas de los grupos C42 y F42. Observamos que la prolongación del tratamiento con 
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fructosa generó un descenso de los valores obtenidos a los 21 días, estabilizándolos 

cercanos a los hallados en el grupo control. De manera análoga, el grupo R42 

tampoco mostró diferencias en la medida de TG con respecto a los otros grupos 

(Figura V.2, panel A). La fracción del colesterol HDL, al igual que lo encontrado en 21 

días, no mostró diferencias significativas entre los 3 grupos (Figura V.2, panel B). 

Como una consecuencia lógica que se desprende de los resultados descriptos 

anteriormente, esta similitud en los valores encontrados para los grupos de 42 días 

también se vio reflejada en el cálculo del índice de IR, en donde no se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos (Figura V.2, panel C). 

 

 

Figura V.2. Metabolismo lipídico y cálculo del índice IR. Los valores representan la 
media ± EEM de 4 animales por grupo (barra azul para C42, naranja para F42 y verde 
para R42) A) Gráfico de los valores de TG plasmáticos expresados como mg/dl B) 
Fracción del colesterol HDL expresada en mg/dl. C) Índice IR (UA).  

 

V.1.B. Segundo intento: reversión por cambio de hábitos alimenticios utilizando un 

período de 70 días. 

 
Como la elección del período en el intento anterior resultó inadecuada, se decidió 

probar un período de reversión más largo, hasta completar un seguimiento de 70 días 

en total, constituidos por una primera etapa de 21 días de consumo de DRF, en el que 
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se logra el fenotipo similar a la PD humana, y luego 49 días de consumo de agua 

corriente. La elección de este período prolongado de cambio de hábito alimenticio se 

llevó a cabo tomando como referencia resultados previamente publicados por el 

grupo de la Dra. Lombardo, de Santa Fé (134). Los grupos de este nuevo ensayo se 

ilustran en la Figura V.3 y se denominaron: 

 C, grupo control que se mantuvo con agua corriente como bebida por 70 días,  

 F, grupo que consumió la DRF durante el período completo de 70 días, y  

 R, el mencionado grupo de reversión que fue desdoblado en R21 (primeros 

21 días en los que recibieron la DRF) y R49 (49 días de seguimiento en los que 

la bebida ofrecida volvió a ser agua corriente). 

 

Figura V.3. Grupos experimentales. Ratas 
Sprague Dawley fueron alimentadas con 
dieta comercial estándar y divididas en 3 
grupos que fueron sacrificados a los 70 
días: C consumió agua como bebida, F una 
solución de fructosa en agua al 10% p/v y 
R consumió los primeros 21 días solución 
de fructosa en agua al 10% p/v y 
posteriormente consumió agua por 49 
días más. N C= 30, N F= 30 y N R= 30. 

 

Este diseño experimental fue exitoso en términos de poder recuperar en el grupo R 

valores de TG y de índice de IR semejantes a los del grupo C (Tabla V.1). 

Tabla V.1. Valores de TG, colesterol HDL e índice IR para los grupos C, F y R.  

 

                                                                                *p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F. 

Como este modelo fue el que a la postre decidimos utilizar en el desarrollo del presente 

trabajo de tesis y se analizó de manera pormenorizada, los resultados se mostrarán y 

discutirán en los próximos capítulos (capítulos VI, VII,VIII y IX). 
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V.1.C. Tercer intento: reversión por incorporación de un agente antioxidante. 

 
Por otro lado, también se probó un grupo de reversión que consistía en animales 

alimentados con DRF por 70 días a los cuales se le administró de forma 

intraperitoneal un agente antioxidante, el ácido α-lipoico, en una dosis de 35 mg/Kg 

de peso de corporal, durante los últimos 5 días de tratamiento. A este grupo se lo 

denominó RL (Figura V.4). 

 

 

Figura V.4. Grupos experimentales. Ratas Sprague Dawley fueron alimentadas con 
dieta comercial estándar y divididas en 3 grupos que fueron sacrificados a los 70 días: 
C consumió agua como bebida, F una solución de fructosa en agua al 10% p/v y R 
consumió por 70 días una solución de fructosa en agua al 10% p/v y los últimos 5 días 
recibió inyecciones intraperitoneales de ácido α-lipoico (35 mg/Kg de peso corporal). 
N C= 30, N F= 30 y N RL= 4. 

 

Para la evaluación de esta variante de modelo de reversión se tuvieron en 

consideración los mismos parámetros mencionados anteriormente. Como resultado 

se obtuvo que el valor de TG del grupo RL no mostró diferencias significativas con los 

hallados en F, pero sí resultó significativamente mayor que lo obtenido en los 

animales del grupo C. En cuanto al col-HDL, el grupo RL presentó valores menores 

que los grupos C y F (p<0,05). Al calcular el índice de IR observamos que el grupo RL 

no presentó diferencias con el grupo F, pero registró un aumento significativo con 

respecto al grupo C (tal como se puede apreciar en la Figura V.5). 
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Figura V.5. Metabolismo lipídico y cálculo del índice IR. En los diferentes colores se 
representan los datos de las ratas de los diferentes grupos: azul C, rojo F y verde RL. 
Para C y F cada valor representa la media ± EEM de los 30 animales que integran cada 
grupo experimental y para RL cada valor representa la media ± EEM de los 4 animales 
que integran cada grupo experimental. *p<0,05 con respecto a C y # p<0,05 respecto 
de F. A) Gráfico de los valores de TG plasmáticos expresados como mg/dl B) Fracción 
del colesterol HDL expresada en mg/dl. C) Índice IR (UA).  
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V.2. Discusión y conclusiones.  
 

V.2.1. Discusión. 
 
Para evaluar la posible reversión del fenotipo similar a la PD humana generado a 

partir del consumo del carbohidrato refinado fructosa, se probaron diferentes 

estrategias.   

La primera estrategia puesta en marcha, y tal vez la más intuitiva, consistió en asumir 

que a los animales que desarrollaron el cuadro de alteración metabólica por consumo 

de la DRF por 21 días les llevaría el mismo tiempo poder revertirlo gracias al consumo 

de una dieta equilibrada en la que reemplazamos la solución fructosada por agua 

corriente.  En consecuencia, el período de seguimiento se prolongó a 42 días totales, 

al cabo de los cuales evaluamos en los 3 grupos (C42, F42 y R42) los niveles séricos 

de TG y col-HDL, dos parámetros claves en el desarrollo de la dislipemia y la IR 

características del estado semejante a la PD humana. Los resultados mostraron, en 

primer lugar, que el grupo de animales que consumió la DRF (grupo F42) no fue capaz 

de mantener durante todo el período de seguimiento el fenotipo similar a PD humana 

logrado a los 21 días, dado que al cabo de los 42 días de tratamiento los niveles de 

TG plasmáticos no mostraron diferencias significativas con los obtenidos en ratas del 

grupo control y además, vimos la repercusión de estos valores en el cálculo del índice 

de IR, el que fue similar para ambos grupos. En segundo término, encontramos que 

los animales del grupo R42 también se comportaron de forma similar a los de los 

otros dos grupos (valores semejantes de TG y del índice IR). 

Pudimos concluir que no solamente falló el modelo de reversión, sino que también 

todos los grupos se comportaron de manera similar en el período elegido, como si no 

hubieran sido intervenidos. Como mencionamos en la introducción, Gutman (134) 

mostró que en un modelo de DRS administrada en el alimento sólido a ratas Wistar 

macho, existe un período denominado adaptación en donde los cambios metabólicos 

y hormonales sufridos por los animales (entre los que se encuentran la 

hipertriglicidemia), retornan espontáneamente a la normalidad y, justamente, 42 

días se encuentran dentro de este período. Como conclusión de este resultado, 
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podemos decir que, a pesar de que nuestro modelo discrepa en algunos aspectos 

experimentales con el modelo comentado anteriormente, el resultado obtenido es 

representativo de un período de adaptación que equipara el metabolismo de todos 

los animales independientemente del tratamiento elegido. Observamos que hay 

patrones generales en el comportamiento metabólico ante la fructosa, los cuales 

parecen ser independientes tanto de la cepa de rata utilizada, como de la forma en 

que se administra la fructosa, ya sea de manera aislada o como parte de la sacarosa. 

Luego del fracaso del modelo de reversión a 42 días, se probó un tratamiento de 

reversión en donde posterior al desarrollo del fenotipo PD se cambió la bebida a agua 

hasta el día 70 de tratamiento, es decir se suministró agua por 49 días. En el día 70 

según la mencionada publicación de Gutman y colaboradores (134), nos 

encontraríamos dentro del período denominado recurrencia, en donde los 

mecanismos defectuosos volverían a operar. Por otro lado, otros trabajos confirmaron 

que, entre las 9 y 10 semanas de tratamiento con fructosa, los animales permanecen 

con PD y no llegan a desarrollar DT2 (234). Como el objetivo final de este trabajo 

consiste en encontrar MEPD que permitan realizar un diagnóstico temprano de esta 

situación patológica reversible, es importante remarcar que el grupo F, que en nuestro 

modelo constituye un control positivo de PD, no llegue a desarrollar diabetes. Existe 

evidencia de que los animales a partir de las 30 semanas ya presentan características 

similares a la DT2 humana (134). Pudimos confirmar, haciendo las mediciones 

previamente descriptas, que este período de reversión elegido funcionó, y que los 

animales que consumieron la DRF por 70 días presentaban un fenotipo similar al de la 

PD humana, ya que presentaron dislipemia (aumento dramático de TG) e IR. Por otro 

lado, las ratas que fueron forzadas a cambiar de dieta hacia una alimentación más 

equilibrada lograron revertir ambos parámetros y mostraron valores semejantes a los 

obtenidos en los animales del grupo control.  Más adelante en los siguientes capítulos, 

mostraremos mayor evidencia que refuerza ambas situaciones: 

 los animales del grupo F a los 70 días presentan el estado de PD sin llegar a 

desarrollar DT2 y, 

 el grupo R logra revertir con éxito todos los parámetros que se habían alterado 

a los 21 días de tratamiento con DRF.  
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En este punto es importante destacar que el tiempo necesario para que se establezca 

la PD a partir de un cambio en los hábitos alimenticios resulta menor, que el que se 

necesita para reestablecer la fisiología normal de las ratas. Por lo tanto, las 

consecuencias metabólicas de este tratamiento parecieran ser potentes y durar a 

largo plazo. 

En el tercer modelo evaluado, se intentó generar un grado de reversión mayor, a 

partir de la administración intraperitoneal del antioxidante ácido α -lipoico a los 

animales sometidos a DRF por 70 días. Este compuesto derivado del ácido graso 

octanoico funciona como un agente repositor de grupos tioles y un modulador redox 

que en varios trabajos demostró tener un efecto benéfico sobre los desbalances 

metabólicos generados por las diferentes dietas (235). Su administración a ratas 

obesas mostró efectos beneficiosos y preventivos del desarrollo de diabetes. En ratas 

Zucker (obesas por mutación en el gen del receptor de leptina, ObRb) mejoró la 

sensibilidad a la insulina y la hipertrigliceridemia (236). En otro modelo de obesidad, 

previno el desarrollo de diabetes a través de una reducción en la acumulación de 

lípidos en tejido adiposo (efecto logrado por modulación de AMPK) y un aumento de 

la sensibilidad a la insulina en el músculo esquelético (237). Por otro lado, se 

demostró que su coadministración con vitamina E, en animales alimentados con una 

DRF, mejoró el EO, la hiperinsulinemia y la IR (238).  

Además de toda esta evidencia, en nuestro modelo de PD a 21 días se probó que el EO, 

el aumento de la actividad de la fructoquinasa hepática y la tríada hipertrigliceridemia, 

hiperinsulinemia y resistencia a la insulina logran revertirse al inyectar a los animales 

intraperitonealmente el ácido α -lipoico en los últimos 5 días de tratamiento con 

fructosa (239,240). Con todas estas premisas, probamos este mismo cronograma de 

inyecciones diarias durante los últimos 5 días de nuestro tratamiento de 70 días con 

DRF. Lamentablemente, los resultados no fueron los esperados, y tanto los TG 

plasmáticos como el índice de IR en los animales del grupo RL presentaron valores 

similares a los obtenidos en ratas del grupo F. Evidentemente, las consecuencias 

metabólicas establecidas durante un período más extenso de tiempo no pudieron ser 

removidas con 5 inyecciones del antioxidante. Teniendo en cuenta que anteriormente 

este tratamiento resultó exitoso en el modelo de DRF por 21 días y que la 
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concentración de ácido lipoico utilizada no podía ser aumentada por haber trabajado 

a dosis máxima, se nos ocurrió que podríamos prolongar el período de administración 

del antioxidante para lograr un resultado favorable. Sin embargo, y por consejo 

veterinario, este ensayo no pudo realizarse debido a que luego de las 5 aplicaciones 

surgieron durezas en el sitio de las aplicaciones que podrían provocar el sufrimiento 

animal y deteriorar su calidad de vida.  

Teniendo en cuenta todos estos inconvenientes, optamos por abortar otras posibles 

alternativas de optimización del modelo de reversión y continuar el desarrollo de la 

tesis con el protocolo de 70 días que incluía el grupo R con suspensión de la 

administración de fructosa durante los últimos 49 días. 

 

V.2.2. Conclusiones. 
 
El modelo a 70 días logra provocar la instalación de un estado de alteraciones 

metabólicas múltiples similar al de la PD en el grupo F, así como la reversión del cuadro 

en los animales del R. En los siguientes capítulos ahondaremos el estudio de este 

modelo a través de diferentes abordajes, tales como el estudio a nivel transcripcional 

de genes y a nivel epigenético.
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Administración por 70 días de una DRF y 

la posible reversión de sus efectos por 

adopción de hábito alimenticio saludable. 
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VI.1. Resultados. 
 

En este capítulo se presentarán y analizarán los resultados obtenidos en animales 

provenientes de los grupos C, F Y R con el objetivo de caracterizarlos metabólicamente.  

VI.1.A. Parámetros dietarios.  
 
El comportamiento alimenticio de los grupos C y F luego de 70 días de seguimiento fue 

semejante al observado en estos mismos grupos evaluados anteriormente en períodos 

más cortos (21 y 42 días). Los animales del grupo F consumieron diariamente una 

cantidad significativamente mayor de bebida que los del grupo C (p<0,05; Figura 

VI.1.A). 

En cuanto al grupo R, tanto para analizar el consumo de bebida y comida, como para 

los nutrientes y calorías que de estos se desprenden, decidimos analizar por separado 

cada uno de los periodos en que se dividió su dieta (R21 y R49). En este contexto, en 

los primeros 21 días de tratamiento consumieron un mayor volumen de bebida por día 

que en los segundos 49 días (p<0,05). El volumen de solución fructosada ingerido 

diariamente en los primeros 21 días fue significativamente más alto al registrado para 

las ratas del grupo C (Figura VI.1.A), pero significativamente inferior al registrado en 

las ratas del grupo F al cabo de los 70 días. Por otra parte, no registramos diferencias 

entre el consumo diario de agua corriente de las ratas del grupo C y las del grupo R en 

los últimos 49 días del período de seguimiento (R49). 

Una situación análoga a la ya observada en períodos de alimentación más cortos 

ocurrió con el consumo diario de comida sólida, en donde los animales del grupo F 

ingirieron diariamente una cantidad significativamente menor de alimento sólido que 

los del grupo C (p<0,05; Figura VI.1.B). Este comportamiento también se observó en 

los primeros 21 días del grupo R, en donde el consumo de alimento de estos animales 

fue menor que el de las ratas del grupo C (p<0,05). Con respecto a los últimos 49 días 

del grupo R, las ratas volvieron a consumir mayores cantidades que las del grupo F y 

que ellas mismas en el primer período de 21 días (Figura VI.1.B). 
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Figura VI.1. Parámetros dietarios de ratas sacrificadas a los 70 días. En color azul se 
representan los datos de las ratas del grupo C, en rojo los de las ratas del grupo F y 
en dos tonos de verde lo datos del grupo R, siendo el verde oscuro el que representa 
los datos del primer tramo de 21 días en los que los animales bebieron la solución 
acuosa de fructosa al 10% y en verde claro el segundo tramo de 49 días en los que 
los animales bebieron agua corriente. Cada valor representa la media ± EEM de los 
30 animales que integran cada grupo experimental. *p<0,05 con respecto a C; #p<0,5 
respecto a F; +p<0,05 respecto a R21. A) Bebida (ml/rata.día) B) Alimento 
(g/rata.día). 

 

De la misma manera que para el caso de los tratamientos a 21 días, se calculó la 

cantidad en gramos netos de nutrientes, hidratos de carbono, proteínas y lípidos (Tabla 

VI.1 y Figura VI.2.A) y la equivalencia en calorías que cada animal consumió 

diariamente (Tabla VI.2 y Figura VI.2.B).  

Al sumar los aportes individuales de hidratos de carbono, proteínas y lípidos ingeridos, 

observamos que aquellos animales que bebieron agua corriente (tanto los del grupo R 

en los últimos 49 días y los del grupo C a lo largo de los 70 días) consumieron una 

cantidad total de nutrientes significativamente menor que la ingerida por aquellos que 

se alimentaron con la DRF (los animales del grupo F y los del grupo R en el primer 

período de 21 días) tal como se describe en la Tabla VI.1 y en la Figura VI.2.A. 

Tabla VI.1. Consumo diario de nutrientes por los animales de los tres grupos 
experimentales (C, F y R) a lo largo de todo el período de seguimiento. 

 

 

 

N=30 para cada grupo. *p<0,05 vs C, #p<0,05 vs F y + p<0,05 vs R21. 
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Figura VI.2. Consumo diario de nutrientes y calorías. Las ratas del grupo del grupo 
R presentan dos columnas ya que se registraron por separado los datos obtenidos 
en los primeros 21 días (R21) y los 49 días finales del período de seguimiento (R49). 
Cada valor representa la media ± EEM de los 30 animales que integran cada grupo 
experimental. *p<0,05 con respecto a C; #p<0,5 respecto a F; +p<0,05 respecto a 
R21. A) Consumo de nutrientes netos y aporte individual de los hidratos de carbono 
(sector inferior de la barra), proteínas (sector central de la barra) y lípidos (sector 
superior de la barra) ingeridos diariamente expresados en g/rata.día. B) Calorías 
ingeridas diariamente por las ratas de todos los grupos experimentales expresado en 
Kcal/rata.día y aporte individual de los hidratos de carbono (sector inferior de la 
barra), proteínas (sector central de la barra) y lípidos (sector superior de la barra).  

 

En función del aporte diferencial de nutrientes que recibieron los animales del grupo 

C y aquellos que recibieron una DRF, el cálculo de las calorías ingeridas por unos y otros 

determinó que la dieta consumida por el grupo F fuese hipercalórica con respecto a la 

ingerida por las ratas del grupo C (p<0,05), tal como se describe en la Tabla VI.2 y se 

ilustra en la Figura VI.2.B. Dentro de los animales del grupo R también se observó que 

los animales consumieron una cantidad de calorías mayor en los primeros 21 días que 

en la parte final del período de seguimiento en el que cambiaron el tipo de bebida 

ingerida (Figura VI.2.B y Tabla VI.2). 

Tabla VI.2. Consumo de calorías diarias ingeridas por los animales de los tres 
grupos experimentales (C, F y R) a lo largo de todo el período de seguimiento. 

N=30 para cada grupo. *p<0,05 vs C, #p<0,05 vs F y + p<0,05 vs R21. 

VI.1.B. Parámetros de crecimiento. 
 
La tasa de crecimiento corporal registrada para los animales entre el inicio del 

tratamiento y el día 21 no mostró diferencias significativas entre los grupos. Sin 
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embargo, en los últimos 49 días de tratamiento, el grupo F tuvo un crecimiento 

significativamente mayor que C y que R (p<0,05). Cuando se analizó la evolución de los 

pesos corporales a lo largo de los 70 días, no se encontraron diferencias en las curvas 

obtenidas para los animales de los tres grupos experimentales (C, F y R) aunque se 

evidenció un cambio en el ritmo de ganancia de peso a lo largo del período, siendo que 

en los primeros 21 días de tratamiento el crecimiento fue mucho más rápido que en el 

segundo tramo de 49 días, tal como se observa en la Figura VI.3 A y B. 

 

Figura VI.3. Crecimiento corporal. Parámetros de crecimiento y evolución del peso 
corporal de ratas sacrificadas a los 70 días. En color azul se representan los datos de 
las ratas del grupo C, en rojo los de las ratas del grupo F y en verde los del grupo R. 
Cada valor representa la media ± EEM de los 30 animales que integran cada grupo 
experimental. *p<0,05 con respecto a C; #p<0,05 respecto a F A) Curva de evolución 
del peso corporal de cada animal expresada en g a lo largo del período de 
tratamiento. B) Tasa de crecimiento de los últimos 49 días (expresada en g/rata.día). 

 

VI.1.C. Metabolismo glucémico. 
 
En cuanto a las medidas de glucemia sin previo ayuno obtenidas al finalizar el período 

de seguimiento de 70 días (glucemias al azar), no encontramos diferencias entre los 

grupos C y F, pero, para nuestra sorpresa, el grupo R registró un valor 

significativamente más bajo que los otros dos grupos (p<0,05). Las glucemias de ayuno 

no mostraron diferencias entre ninguno de los tres grupos experimentales (Figura VI.4 

A y B). 

Para evaluar la tolerancia a la glucosa al cabo de los 70 días de tratamiento, le 

realizamos a 6 animales de cada grupo experimental (C, F y R) una PTGip. Observamos 

que tanto a los 90 como a los 120 minutos post-carga de glucosa, las ratas del grupo F 

presentaron glucemias mayores que las registradas en los animales de los grupos C y 
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R, aunque sólo fueron de significancia estadística las diferencias entre los grupos F y C 

(Figura VI.4.C1). Si bien la comparación punto a punto no arrojó diferencias 

significativas entre las ratas de los grupos F y R a ninguno de los tiempos evaluados, las 

áreas bajo la curva mostraron que las ratas del grupo F presentaban una TGA respecto 

tanto a las provenientes del grupo C (F vs C: 975,29 ± 111,44 vs 657,95 ± 73,28 UA, 

p<0,05) como a las del grupo R (F vs R: 975,29 ± 111,44 vs 704,73 ± 45,72 UA; p<0,05), 

tal como se observa en la Figura VI.4.C2.  

 

Figura VI.4. Metabolismo glucémico de ratas sacrificadas a los 70 días. En color azul se 
representan los datos de las ratas del grupo C, en rojo los de las ratas del grupo F y en 
verde los datos del grupo R. A) Glucemia al azar (mg/dl), N= 30 para cada grupo B) 
Glucemia en ayuno (mg/dl). C1) Curvas registrada en la PTGip (CTGip), se grafica la 
evolución de la glucemia de ratas previamente ayunadas a lo largo de los 120 minutos 
posteriores a la carga intraperitoneal de glucosa C2) Área bajo la CTGip (ABC) expresada 
en unidades arbitrarias. Para los paneles B, C1 y C2, N= 6 para cada grupo. Cada valor 
representa la media ± EEM. *p<0,05 con respecto a C; #p<0,05 respecto a F.  

 

IV.1.D. SIEG en islotes aislados. 
 
La Figura VI.5 muestra la cantidad de insulina secretada al medio de incubación de 

islotes aislados de ratas provenientes de los 3 grupos experimentales que fueron 

incubados una hora en medios conteniendo diferentes concentraciones de glucosa 

como estímulo para la secreción de esta hormona. La secreción de insulina en 
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respuesta a una concentración basal de glucosa (glucosa 3,3 mM) no mostró 

diferencias significativas entre los grupos, sin embargo, en respuesta a altas 

concentraciones de glucosa (16,7 mM), los islotes aislados de los animales del grupo F 

secretaron casi 3 veces más insulina que los provenientes del grupo C (C vs F: 6,16 ± 

0,85 vs 18,1 ± 5,82; p<0,05 ng insulina/islote.hora). El grupo R logró valores de 

secreción de insulina cercanos al grupo C (C vs R: 6,16 ± 0,85 vs 8,74 ± 1,47; p<0,05 ng 

insulina/hora.islote).  

 

Figura VI.5. Secreción de insulina estimulada por glucosa. Los valores se expresan 
como ng insulina/hora.islote, y representan la media ± EEM de 15 medidas 
independientes (tubos conteniendo 5 islotes cada uno) provenientes de 3 
experimentos con islotes aislados de 6 ratas por cada grupo experimental. En color 
azul se representan los datos de las ratas del grupo C, en rojo los de las ratas del 
grupo F y en verde los datos del grupo R. *p<0,05 con respecto a C en la condición 
16,7mM; #p<0,05 con respecto de F en la condición 16,7mM. 

 

VI.1.E. Metabolismo lipídico. 
 
En lo que respecta a la medida de los TG medidos el día 70, se encontró que los 

animales alimentados con fructosa ostentaban valores que superaban en 2,4 veces al 

valor obtenido en las ratas control (C vs F: 94,57 ± 5,04 vs 225,48 ± 7,73 mg/dl; p<0,05) 

tal como se aprecia en la Figura VI.6.A. El grupo R logró revertir el aumento de los TG 

que le produjo la DRF que consumió en los primeros 21 días, llegando a presentar un 

valor de TG similar al hallado en las ratas del grupo C (100,44 ± 5,8 mg/dl) y 

significativamente diferentes a los de los animales pertenecientes al grupo F (p<0,05).  
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En relación a lo ocurrido con la determinación del colesterol total y sus fracciones (col-

HDL y col-NO-HDL), al igual que había ocurrido a los 21 días, no encontramos 

diferencias significativas entre los tres grupos (Figura VI.6.B).  

El índice de IR mostró que el grupo F seguía manteniendo valores significativamente 

mayores al control (C vs F: 1,98 ± 0,11 vs 5,11 ± 0,3 UA; p<0,05) y que el grupo R logró 

revertirlo, llegando a valores similares al del grupo C (2,02 ± 0,16 UA), tal como se 

observa en el panel C de la Figura VI.6.  

 

 

 

Figura VI.6. Perfil lipídico y cálculo del índice IR. Metabolismo lipídico de ratas 
sacrificadas el día 70. En color azul se representan los datos de las ratas del grupo C, en 
rojo los de las ratas del grupo F y en verde los datos del grupo R. Cada valor representa la 
media ± EEM de los 30 animales que integran cada grupo experimental. *p<0,05 con 
respecto a C; #p<0,05 respecto a F. A) TG (mg/dl) B) Colesterol total y sus facciones (en 
cada barra, el sector inferior gris oscuro corresponde al col-HDL y el sector superior gris 
claro corresponde al col-No-HDL, las llaves muestran el valor del colesterol total) en mg/dl 
C) Índice IR (UA) .  
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VI.1.F. TBARS. 
 
Al igual que lo ocurrido a 21 días de tratamiento, cuando se evaluó la peroxidación 

lipídica a través de la determinación de TBARS a 70 días, no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos, como se aprecia en la Figura VI.7. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI.7. TBARS. Se representan las Sustancias Reactivas al Ácido Tiobarbitúrico 
(pmol/mg) para cada grupo experimental (N=30).  Los resultados se expresan como 
la media ± EEM. En color azul se representan los datos de las ratas del grupo C, en 
rojo los de las ratas del grupo F y en verde los datos del grupo R. 
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VI.2. Discusión y conclusiones. 
 

VI.2.1. Discusión. 
 
El modelo extendido a 70 días resultó de gran utilidad ya que, por un lado, logró 

generar y mantener el estado similar a PD en los animales del grupo F (sin que estos 

desarrollen DT2) y, además, mostró resultados muy positivos respecto al grupo 

reversión.  

Comenzando a analizar los parámetros dietarios, observamos que los animales 

alimentados con la DRF en los dos períodos estudiados (21 y 70 días) consumieron 

significativamente más bebida y menos comida que los del grupo C. Sin embargo, esta 

compensación espontánea que hicieron las ratas en su conducta alimenticia no fue 

suficiente para que las dietas fuesen isocalóricas, por lo que hubo cierta diferencia en 

las calorías ingeridas. De manera semejante a lo que había ocurrido con los animales 

sacrificados a los 21 días, no se evidenciaron diferencias en los pesos en los primeros 

21 días de tratamiento. Sin embargo, debido al gran aumento de consumo de fructosa 

que tuvo lugar los últimos 49 días, las ratas del grupo F mostraron un aumento 

significativo en la tasa de crecimiento de su peso respecto a la de las ratas del grupo C 

y del grupo R.  

Es de destacar que, a lo largo de los 70 días de seguimiento, las ratas del grupo F fueron 

experimentando un aumento en el consumo de solución fructosada a medida que iban 

incrementando su peso corporal (y la demanda energética), pasando de un consumo 

promedio de 64,64 ml/rata.día a los 21 días de comenzado el tratamiento para 

terminar redondeando un promedio diario de 80,12 ml/rata.día al cabo de los 70 días.  

El hecho de que los animales de todos los grupos hayan demostrado un crecimiento 

del peso corporal similar a pesar de que, por ejemplo, la dieta consumida por las ratas 

del grupo F haya resultado ser hipercalórica respecto a la que consumieron las ratas 

del grupo C, si bien puede llamar la atención, es algo que ya ha sido señalado en la 

literatura (234). Burgeiro reportó estos mismos resultados en un modelo de PD 

inducido por DRS y justificó que la absorción y digestión de los nutrientes aportados 

por cada dieta es diferente, lo cual repercute en la cantidad de energía "biodisponible". 



Capítulo VI: Modelo de 70 días. 

122 
 

Otro aspecto importante que se debe tener en cuenta para analizar este resultado es 

la composición corporal del aumento de peso. En este sentido, junto a otros 

investigadores del CENEXA, hemos demostrado que los animales del grupo F presentan 

un aumento en los porcentajes de tejido adiposo tanto visceral (32,8%) como pardo 

(28,5%) en comparación con los del grupo C (241).  

A diferencia de lo que sucedió con la medida de glucemia en ayunas, la determinación 

al azar mostró en el grupo R una diferencia pequeña, pero significativa, con respecto a 

los otros dos grupos. La determinación de glucosa sin haber sometido a los animales a 

un ayuno previo lleva aparejado un factor de incertidumbre debido a desconocemos 

el tiempo exacto de ayuno de cada animal individual. Sin embargo, no deja de ser una 

medida útil, ya que, si los valores obtenidos en las ratas del grupo F hubiesen sido 

mayores a los de las ratas del grupo C, podríamos sospechar de la aparición de una 

alteración que se parezca más a la DT2 que a la PD.  

La glucemia en ayunas, que sí es una medida contundente para evaluar la homeostasis 

glucémica, no arrojó diferencias entre ninguno de los tres grupos. A pesar de este 

resultado, el estado de PD fue corroborado por la presencia de tolerancia a la glucosa 

alterada. Aunque los perfiles de las curvas de los grupos F y F21 fueron ligeramente 

diferentes, ambos presentaron áreas bajo la curva mayores al grupo control (p<0,05). 

La diferencia de perfiles radicó en que las ratas del grupo F21 mostraron picos de 

incursión hiperglucémica a tiempos cortos (30 y 60 minutos), corrigiendo los valores 

en tiempos superiores y, los animales del grupo F mostraron diferencias respecto al 

grupo C a los 90 y 120 minutos. Ya se han reportado este tipo de resultados en modelos 

similares, en los que ratas Wistar sometidas a DRF por 21 días presentaron una TGA 

con diferencias respecto a los del grupo control a los 15, 30 y 60 minutos (227). 

Asimismo, se ha demostrado que ratas alimentadas con una DRS por 9 semanas 

generan diferencias en la PTGip a los 30, 60 y 120 minutos (234). En ambos trabajos las 

glucemias en ayuno de los controles versus los tratados no presentaron diferencias. 

En cuanto a las ratas del grupo R, durante toda la PTGip se mantuvieron con valores de 

glucemia inferiores al grupo F y no mostraron diferencias significativas con el grupo C. 

Por lo tanto, podemos concluir que los animales pertenecientes al grupo R lograron 
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revertir el estado de TGA luego de cambiar sus hábitos alimenticios por una dieta 

saludable. 

Podemos concluir que el modelo de desbalance nutricional genera alteraciones frente 

a una sobrecarga de glucosa en períodos cortos, como son 3 semanas, como más largos 

a 9 ó 10. En estas condiciones no modifica la glucemia en ayunas, debido a que los 

islotes tienen aún la capacidad de poder responder adecuadamente a una demanda 

de insulina mayor para mantener la GA normal. Sin embargo, los islotes resultan 

incapaces de atender una sobrecarga inmediata como ocurre en una PTG.  

Para analizar la capacidad funcional de los islotes de las ratas provenientes de todos 

los grupos experimentales efectuamos los ensayos de SIEG ex vivo. Esta evaluación 

evidenció una hiperfunción por parte de los islotes aislados de ratas del grupo F que 

secretaron significativamente mayores cantidades de insulina que los aislados de 

animales de los otros dos grupos (C y R) ante un mismo estímulo (glucosa 16,7 mM). 

La hiperfunción de las células β en este estadio con características similares a la PD es 

un mecanismo adaptativo que compensa la IR y que logra sostener una glucemia en 

ayunas normal pero que no puede compensar una sobrecarga de glucosa como ocurre 

en la PTGip. Como es sabido, la homeostasis de la glucosa depende del balance entre 

la secreción de insulina y la respuesta (sensibilidad) de los tejidos periféricos a la acción 

de la hormona. De esta manera en estado de IR en donde disminuye la sensibilidad de 

los tejidos periféricos, se produce una mayor liberación de insulina para mantener la 

homeostasis a costa de una sobrecarga funcional del páncreas endocrino (242). Estos 

resultados concuerdan con otros trabajos en donde se utilizaron diferentes modelos 

de IR como ratas obesas (243,244) y preñadas con normoglucemia (245). Cabe 

recordar que la falla de este mecanismo de adaptación o el estrés crónico causado por 

el hiperfuncionamiento de las células β en el tiempo lleva a su agotamiento y genera 

DT2 (246). 

Nuevamente, al igual que ocurrió a los 21 días y como ha sido reportado por otros 

autores (247), el grupo F presentó una marcada dislipemia respecto al grupo C, 

manifestada por el gran aumento registrado en los niveles de TG y su disminución en 

las ratas del grupo R en la que se obtuvieron valores similares a los mostrados por las 

ratas del grupo C. Además, si bien no se encontraron diferencias en los niveles de 
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colesterol total ni en sus fracciones, el índice de IR calculado fue más del doble para el 

grupo F con respecto del C y esto logró revertirse en el grupo R. Es decir que nuestros 

animales con DRF por 70 días son simultáneamente dislipémicos e insulinorresistentes 

y los del grupo R no presentan ninguna de estas dos alteraciones. 

Por último, si bien con la extensión del tratamiento de DRF a 70 días también 

observamos un aumento en los niveles de TBARS, estos cambios no fueron 

significativos con respecto a los valores de los animales del grupo control, al igual que 

lo ocurrido a 21 días de tratamiento, probablemente debido a la baja sensibilidad de 

la técnica utilizada.  

 

VI.2.2. Conclusiones. 
 
El modelo establecido de animales alimentados con una DRF mantenida por 70 días 

genera un estado semejante a la PD humana caracterizado por la presencia de TGA, 

dislipemia, IR e hiperfunción insular. Todas estas alteraciones pudieron ser revertidas 

en el grupo R. Este modelo animal refuerza el concepto de que para revertir el estado 

de PD o, dicho de otra manera, para impedir o retrasar su progresión a DT2 es esencial 

que los pacientes logren hacer un cambio en sus hábitos de vida, fundamentalmente 

por adquisición de planes de alimentación saludables y equilibrados, a los que 

deberíamos sumarle la práctica de actividad física. 
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Capítulo VII 
 

Efecto de las dietas utilizadas en nuestro 
modelo de 70 días sobre la expresión 
génica de factores que participan en 
procesos y vías claves para la función 

insular. 
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VII.1. Resultados. 
 

Con el objetivo de ampliar el conocimiento de la influencia de las dietas sobre la 

transcripción de genes claves para la función insular, en este capítulo analizamos la 

expresión génica en islotes aislados de animales provenientes de los grupos C, F Y R, 

enfocándonos en genes relacionados con la señalización de insulina y leptina, el 

mantenimiento de la masa celular, la vasculogénesis y la respuesta a ROS, aspectos 

cruciales para comprender la fisiopatología de la DT2.  

 

VII.1.A. Efecto sobre la expresión del gen de insulina. 
 
La expresión del gen de insulina a nivel de ARNm se vio claramente influenciada por el 

tratamiento dietario que recibieron los animales durante 70 días. Observamos que la 

expresión aumenta significativamente (p<0,05) en el grupo F, mostrando un aumento 

del 275% respecto a C, tal como se muestra en la Figura VII.1. El grupo R, por su parte, 

mostró niveles similares a los obtenidos en el grupo C, evidenciando una disminución 

significativa en comparación al grupo F (p<0,05). 

Figura VII.1. Expresión del gen de insulina. Se 
muestra la expresión génica a nivel de ARNm 
analizada por RT-qPCR en islotes aislados de 
ratas de los grupos C (barra azul), F (barra 
roja), y R (barra verde). Se utilizó β-actina 
como estándar interno. Los valores fueron 
expresados en unidades arbitrarias (UA) 
respecto del nivel de ARNm determinado en 
los islotes del grupo C. Las barras representan 
las medias ± EEM de 3 experimentos 
independientes. *p<0,05 vs C y #p< 0,05 vs F. 

 

 

VII.1.B Efecto sobre intermediarios de la cascada de señalización de insulina. 
 
Con el objetivo de analizar el efecto de las diferentes dietas sobre la sensibilidad de las 

propias células insulares a la acción de la insulina a través de su acción autocrina (en 

células β) o paracrina (células insulares no β), analizamos los niveles de expresión de 
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diversos genes involucrados en la cascada de señalización intracelular de la insulina, 

tales como el propio receptor de la hormona (Ri), sus dos sustratos intracelulares más 

importantes (Irs1 e Irs2), así como 2 de las principales enzimas que se estimulan 

corriente abajo, como son la Pi3k y la Akt. 

El estudio de estos genes mostró que no todos tuvieron el mismo tipo de respuesta 

ante el tratamiento dietario: 

Si bien, tanto el gen del Ri como el de Pi3k sufrieron una disminución significativa de 

su expresión en el grupo F con respecto a C (p<0,05), los resultados obtenidos para el 

grupo R fueron discordantes entre ambos genes. La media obtenida para Ri en el grupo 

R no mostró diferencias con el grupo C y si bien fue notoriamente más elevada que la 

del F, las diferencias no fueron significativas (Figura VII.2). Con respecto a la expresión 

del gen de Pi3k, el grupo R mantuvo niveles bajos de expresión similares a los 

obtenidos en F, mostrando diferencias significativas con respecto al control (p<0,05). 

Los otros 3 genes medidos correspondientes a los sustratos del Ri (Irs 1 y 2) y la enzima 

Akt, mostraron un comportamiento similar entre sí y diferente a los dos genes 

anteriormente descriptos. Los tres mostraron para el grupo F un aumento significativo 

respecto al C, mientras que en el grupo R se registraron niveles semejantes a los 

obtenidos en el grupo C y, consecuentemente, menores a los del F (p<0,05) (Figura 

VII.2). 
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Figura VII.2. Expresión génica de mediadores de la cascada intracelular de inulina 
(Ir, Irs1, Irs2, Pi3k y Akt). Se muestra la expresión génica a nivel de ARNm (RT-qPCR) 
en islotes aislados de ratas de los grupos C (barra azul), F (barra roja), y R (barra 
verde). Se utilizó β-actina como estándar interno. Los valores fueron expresados en 
unidades arbitrarias (UA) respecto del nivel de ARNm determinado en los islotes del 
grupo C. Las barras representan las medias ± EEM de 3 experimentos 
independientes. *p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F. 

 

Para el caso del receptor de insulina (RI), también pudimos determinar sus 

niveles proteicos por Wb. En la cuantificación se observan valores mayores para 

los grupos F y R respecto del grupo control, aunque estas diferencias no fueron 

significativas (Figura VII.3). 
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Figura VII.3. Wb de RI en homogenados de islotes. Utilizamos homogenados de 
islotes aislados de animales de los grupos C, F y R. Se muestra una imagen 
representativa de las bandas de la proteína de interés (RI) y del estándar interno (β-
actina) obtenidas en una de las dos corridas efectuadas. En el gráfico de barras se 
representa la cuantificación de la intensidad relativa de las bandas de RI, expresada 
de manera relativa a la intensidad del estándar interno β-actina y se expresaron en 
unidades arbitrarias (UA) respecto al control. En color azul se representan los datos 
de las ratas del grupo C, en rojo los de las ratas del grupo F y en verde el grupo R. 
Cada valor representa la media ± EEM de 2 experimentos independientes, utilizando 
4 ratas por grupo.  

 

VII.1.C. Efecto sobre la expresión génica de factores involucrados en procesos que 

regulan la masa.  

 

VII.1.C1. Neogénesis. 
 
Tanto el factor de transcripción Pdx1, como el marcador de células ductales, Ck19, 

mostraron una disminución significativa de su expresión génica en el grupo F con 

respecto al grupo C (p<0,05). En cuanto al grupo R, Pdx1 mostró niveles semejantes a 

los obtenidos en el grupo C que resultaron, en consecuencia, significativamente 

mayores a lo que se habían encontrado en F (p<0,05). En el caso del marcador de 

neogénesis, Ck19, el grupo R presentó valores similares a los encontrados en F, que 

fueron significativamente menores a los encontrados en el grupo C. Vale aclarar que, 

si bien la media obtenida en R es mayor a la de F, dicho incremento no fue suficiente 

para obtener valores semejantes a los del grupo C ni para diferenciarse 

significativamente de los del F (Figura VII.4). 
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Figura VII.4. Expresión génica de marcadores de regulación de masa insular (Pdx1 
y Ck19). Se muestra la expresión génica a nivel de ARNm (RT-qPCR) en islotes 
aislados de ratas de los grupos C (barra azul), F (barra roja), y R (barra verde). Se 
utilizó β-actina como estándar interno. Los valores fueron expresados en unidades 
arbitrarias (UA) respecto del nivel de ARNm determinado en los islotes del grupo C. 
Las barras representan las medias ± EEM de 3 experimentos independientes. 
*p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F. 

 

VII.1.C2. Apoptosis. 
 
Se evaluaron distintos genes que participan en el proceso de apoptosis, tanto aquellos 

que favorecen su progresión (pro-apoptóticos), como los que previenen o impiden su 

desarrollo (anti-apoptóticos). 

En la Figura VII.5.A se muestran los resultados obtenidos para la caspasa efectora, 

común a ambas vías apoptóticas (Caspasa-3; Casp3) y, las caspasas iniciadoras de las 

vías extrínseca (Caspasa-8; Casp8) y la vía intrínseca (Caspasa-9; Casp9). Todas las 

Caspasas mostraron un aumento significativo de su expresión en el grupo F respecto 

del C (p<0,05). En los 3 casos, el grupo R presentó valores significativamente menores 

al grupo F y, adicionalmente, en el caso de Casp8 este valor fue también 

significativamente menor al del del grupo C (p<0,05). 

Por otra parte, también estudiamos los niveles de expresión de los genes que codifican 

proteínas de la familia Bcl2. En el panel B de la Figura VII.5 se muestra la expresión 

génica de dos marcadores pro-apoptóticos (Bad y Bax) y de un marcador anti-

apoptótico (la proteína Bcl-2). En el caso de Bax, tanto F como R mostraron una 

disminución en sus niveles de expresión con respecto al grupo C, aunque ésta sólo fue 

significativa en el caso de R (p<0,05). Bcl-2, en cambio, disminuyó sus niveles con 

respecto a C de manera significativa tanto el grupo F como en el grupo R (p<0,05). 
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Adicionalmente, podemos destacar que Bad mostró valores de expresión 

significativamente mayores para el grupo F respecto del C (p<0,05), lo cual no fue 

replicado en el grupo R, cuyos valores fueron semejantes al control. 

 

 

Figura VII.5. Expresión génica de marcadores pro- y anti-apoptóticos. A) Caspasas 
8, 9 y 3, (Casp8, Casp9 y Casp3 respectivamente). B) Bax, Bcl-2 y Bad. Se muestra la 
expresión génica a nivel de ARNm (RT-qPCR) en islotes aislados de ratas de los grupos 
C (barra azul), F (barra roja), y R (barra verde). Se utilizó β-actina como estándar 
interno. Los valores fueron expresados en unidades arbitrarias (UA) respecto del 
nivel de ARNm determinado en los islotes del grupo C. Las barras representan las 
medias ± EEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F.  
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Con los niveles de expresión obtenidos para los genes que codifican los factores Bcl-2 

y Bax, calculamos el índice de apoptosis, dado por la relación Bcl-2/Bax (248). 

Observamos que tanto en el grupo F como en R obtuvimos valores inferiores al del 

grupo control, al que le asignamos el valor unitario (0,42 y 0,50 para F y R 

respectivamente). Aunque en el grupo R el valor es levemente superior al del F, se 

evidenció un estado proapoptótico en ambos grupos.  

Se estudió el nivel proteico de algunas de las enzimas y factores proteicos que 

intervienen en el proceso de apoptosis. Bad y Casp3 (clivada) mostraron un aumento 

en los islotes de ratas del grupo F, aunque dicho incremento sólo fue significativo en el 

caso de Casp3 (p<0,05). El grupo R presentó en ambos casos valores semejantes al 

grupo C. Bcl-2, en cambio, mostró tanto en el grupo F como en el R valores semejantes 

al grupo control (Figura VII.6). 

 

 

Figura VII.6. Wb de BAD, Caspasa 3 y Bcl-2 en homogenados de islotes. Se realizó 
en homogenados de islotes aislados de animales pertenecientes a los grupos C (azul), 
F (rojo) y R (verde) En cada panel se muestra una imagen representativa de las 
bandas obtenidas para las proteínas de interés (BAD, Caspasa-3 y Bcl-2) junto a los 
gráficos de barra que representa la cuantificación de la Intensidad relativa de las 
bandas de BAD (panel A), Caspasa-3 (panel B) y Bcl-2 (Panel C). Los valores mostrados 
se expresan de manera relativa a la intensidad del estándar interno β-actina y se 
expresaron en unidades arbitrarias (UA) respecto al obtenido en el grupo C. Cada 
valor representa la media ± EEM de 2 experimentos independientes, utilizando 4 
ratas por grupo. *p<0,05 vs C. 
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VII.1.D. Efecto sobre la expresión de moduladores del EO de origen mitocondrial. 
 
En cuanto al EO, estudiamos la expresión de los genes que codifican para la proteína 

desacoplante 2 (Ucp2), su regulador negativo, Sirtuina 1 (Sirt1) y positivo Pparγ 

(receptor γ activado por proliferadores de peroxisomas), así como para la enzima 

superóxido dismutasa 2 (Sod2) y catalasa. 

Los niveles de Ucp2 fueron significativamente mayores en el grupo F respecto al grupo 

control (p<0,05; Figura VII.7.A), mientras que en el grupo R, obtuvimos un valor 

intermedio entre el registrado en C y F que no mostró diferencias significativas con 

ninguno de ellos. En cuanto a los reguladores negativos, obtuvimos resultados 

discordantes, Sirt1 mostró un nivel de expresión significativamente menor en F y en R 

respecto a C (p<0,05 en ambos casos) y Ppar-γ mostró que, si bien no se evidenciaron 

diferencias entre los islotes provenientes de ratas del grupo C y F, los islotes de ratas 

del grupo R mostraron un significativo aumento de su expresión génica (p<0,05 

respecto a C y a F). 

En el panel B de la Figura VII.7 vemos como Sod2 incrementó significativamente su 

expresión génica en islotes de ratas del grupo F con respecto al control. El grupo R 

logró revertir lo ocurrido siendo el nivel de expresión significativamente más bajo que 

en F y asemejándose así al del grupo control (p<0,05). Cabe destacar que los cambios 

en la expresión de Sod2 tuvieron valores absolutos más elevados en comparación con 

los obtenidos de manera general en los otros genes, es decir que este gen se ve muy 

afectado por el cambio de dieta ejercido en el modelo. En este mismo panel también 

se presenta la expresión génica de Catalasa, la cual aumentó en el grupo F de manera 

significativa con respecto al grupo C (p<0,05). Por su parte, el grupo R logró valores 

significativamente menores al F, pero estos no alcanzaron a ser similares al control. 
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Figura VII.7. Expresión génica de marcadores de estrés oxidativo de origen mitocondrial. 
Panel A: Ucp2, Sirt1 y Pparγ, panel B: Sod2, Catalasa. Se muestra la expresión génica a nivel 
de ARNm a (RT-qPCR) en islotes aislados de ratas de los grupos C (barra azul), F (barra roja), 
y R (barra verde). Se utilizó β-actina como estándar interno. Los valores fueron expresados 
en unidades arbitrarias (UA) respecto del nivel de ARNm determinado en los islotes del 
grupo C. Las barras representan las medias ± EEM de 3 experimentos independientes. 
*p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F.  

 

 

Las determinaciones de niveles proteicos de SOD2 y Catalasa mostraron un aumento 

de su expresión en el grupo F y una disminución en el grupo R, aunque en ninguno de 

los dos casos observamos diferencias significativas (Figura VII.8). 
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Figura VII.8. Wb de SOD2 y Catalasa en homogenados de islotes Utilizamos 
homogenados de islotes aislados de animales pertenecientes a los grupos C (azul), F 
(rojo) y R (verde). Los paneles A y B muestran imágenes representativas de las 
bandas de las proteínas de interés SOD2 y Catalasa, respectivamente. Además de los 
gráficos de barras en los que se cuantificó la Intensidad relativa de las bandas de 
SOD2 y Catalasa respecto a la intensidad del estándar interno β-actina. Los valores 
mostrados se expresan en unidades arbitrarias (UA) respecto al control, y cada valor 
representa la media ± EEM de 2 experimentos independientes, utilizando 4 ratas por 
grupo.  

 

VII.1.E. Efecto sobre la expresión génica de intermediarios de la cascada de 

señalización de leptina. 

 
Se midió la expresión de algunos de los genes que codifican intermediarios y 

reguladores de la cascada de señalización intracelular activada por leptina, entre los 

que incluimos al receptor de leptina (ObRb), el intermediario catalítico intracelular 

Jak2 (enzima Janus quinasa 2), las proteínas 3 y 5b “transductoras de la señal y 

activador de la transcripción” (Stat3 y Stat5b) y su regulador negativo, la proteína 2 

“supresora de señalización por citoquinas” (Socs2).  

El receptor de leptina presentó una disminución significativa de su expresión en el 

grupo F respecto al control (p<0,05), al tiempo que el intermediario intracelular Jak2 

no mostró diferencias significativas entre ninguno de los tres grupos experimentales 

(Figura VII.9). 

Los mediadores intracelulares Stat3 y Stat5b exhibieron en el grupo F un aumento 

significativo de su expresión al ser comparados con la expresión obtenida en el grupo 

control (p<0,05). Sin embargo, en el grupo R presentaron diferentes comportamientos, 

mientras que Stat3 sufrió un descenso abrupto de su expresión, Stat5b presentó un 

valor significativamente mayor al obtenido en el grupo control (p<0,05). 
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Por último, el regulador negativo Socs2 sólo evidenció cambios significativos en su 

expresión en el grupo R, en donde se notó una disminución en comparación tanto al 

grupo control como al F (p<0,05; Figura VII.9).  

 

Figura VII.9. Expresión génica de mediadores de la cascada de señalización de 
leptina: ObRb, Jak2, Stat3 y 5b y Socs2. Se muestra la expresión génica a nivel de 
ARNm a (RT-qPCR) en islotes aislados de ratas de los grupos C (barra azul), F (barra 
roja), y R (barra verde). Se utilizó β-actina como estándar interno. Los valores fueron 
expresados en unidades arbitrarias (UA) respecto del nivel de ARNm determinado 
en los islotes del grupo C. Las barras representan las medias ± EEM de 3 
experimentos independientes. *p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F. 

 

VII.1.F. Efecto sobre la expresión de genes que codifican factores que modulan el 
proceso de angiogénesis. 
 
Finalmente, analizamos el efecto de las dietas sobre la expresión de los genes que 

codifican tanto la subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia (Hifα), como los que 

expresan el factor de crecimiento endotelial vascular (Vegfα) y su receptor, Vegfr2; 

tres factores íntimamente relacionados con la angiogénesis (Figura VII.10). 
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Los islotes obtenidos de animales provenientes de los grupos F y R mostraron niveles 

del ARNm de Hif1α que resultaron ser significativamente menores que los de animales 

del grupo C (p<0,05). Por otro lado, Vegfα presentó un aumento significativo de la 

expresión en el grupo F respecto al observado en islotes de animales del grupo C 

(p<0,05), y no mostró diferencias con este último en el grupo R. Para terminar, al 

analizar los resultados hallados respecto a la expresión del Vegfr2, podemos 

mencionar que los islotes de ratas del grupo F no mostraron diferencias con los de 

ratas del grupo C y, que el único cambio que se registró fue la caída en los niveles de 

expresión que experimentaron los islotes de las ratas del grupo R respecto tanto a sus 

pares del grupo C como a las del grupo F (p<0,05 respectivamente). 

 

 

Figura VII.10. Expresión génica de marcadores de angiogénesis: Hif1α, Vegfα y 
Vegfr2.Se muestra la expresión génica a nivel de ARNm a (RT-qPCR) en islotes 
aislados de ratas de los grupos C (barra azul), F (barra roja), y R (barra verde). Se 
utilizó β-actina como estándar interno. Los valores fueron expresados en unidades 
arbitrarias (UA) respecto del nivel de ARNm determinado en los islotes del grupo C. 
Las barras representan las medias ± EEM de 3 experimentos independientes. 
*p<0,05 vs C y #p<0,05 vs F. 
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VII.2. Discusión y conclusiones. 
 

VII.2.1. Discusión. 
 

VII.2.1.A y B. Impacto en la expresión del gen de Insulina y de intermediarios de su 

vía de señalización. 

 
Se examinó la expresión de insulina y de otros genes que forman parte de su vía de 

señalización a nivel de islotes. Tanto la insulina, como los mediadores Irs1, Irs2 y Akt 

mostraron un comportamiento similar con un aumento de sus niveles en el grupo F y 

una recuperación a valores similares al control en el grupo R. Esto sugiere la existencia 

de mecanismos adaptativos y compensatorios frente a la IR y a la TGA, establecidas 

durante el estado prediabético, y una reversión de estas alteraciones en el grupo R.  

La expresión génica de insulina concuerda con el resultado de secreción, mostrado en 

el Capítulo VI, y refuerza la hipótesis de la hiperfunción de células β bajo las 

condiciones estudiadas. Además, da cuenta de que la intervención alimentaria elegida 

influenció tanto en la liberación de los gránulos de insulina preformados, como en las 

primeras etapas de su biosíntesis. Es decir que su impacto fue tanto a corto como a 

largo plazo. 

El efecto de la DRF sobre la expresión de intermediarios de la vía de señalización de 

insulina ha sido estudiado previamente por Maiztegui y colaboradores en un estudio 

llevado a cabo con ratas de la cepa Wistar durante 21 días, en el que no encontró 

cambios en la expresión de Irs1 e Irs2 (230). Teniendo en cuenta este reporte y 

nuestros resultados, podemos plantear que para que ocurran modificaciones a nivel 

del ARNm insular de estos dos genes se necesita una PD instalada y que haya 

perdurado y progresado en el tiempo, tal como ocurre a los 70 días. Otros autores 

como Fariña (229), reportaron que la transcripción de Irs1 e Irs2 se encuentra 

disminuida en tejido adiposo visceral de animales que consumen DRF por 21 días. Esto 

da cuenta de que la regulación de la expresión génica por parte de los diferentes 

hábitos alimenticios influye de manera específica en cada tejido en particular. 

Por otra parte, tanto en el trabajo de Maiztegui como en esta tesis se encontró que los 

genes Ri y Pi3k disminuyeron su expresión en el grupo F. Es decir que sufren 
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alteraciones tempranamente en el desarrollo de la PD y que estas se mantienen a largo 

plazo. En cuanto al estudio de la reversión, mientras Maiztegui (utilizando un 

antioxidante) logró revertir la alteración en la expresión de ambos genes, nosotros sólo 

encontramos que Ri logró valores semejantes al control. Por lo tanto, la recuperación 

de la expresión de Pi3k pareciera ser más compleja en comparación al resto de los 

mediadores estudiados dentro de esta vía.  

VII.2.1.C. Mantenimiento de la masa de células β. 
 

VII.2.1.C1. Neogénesis. 
 
El estudio también abordó la expresión de marcadores de neogénesis celular β, 

encontrando una disminución de Ck19 en el grupo F. Según estos resultados, el 

proceso de neogénesis se ve afectado por el estado PD y no logra ser un mecanismo 

compensatorio frente a las anomalías generadas por la fructosa. Nuestro grupo, 

utilizando el modelo de DRF por 21 días, documentó una disminución tanto en el 

número de islotes pancreáticos por unidad de área, como en la densidad de volumen 

de células β (231). Por lo tanto, aunque no hayamos efectuado medidas 

morfométricas, sería coherente pensar que nuestros animales con 70 días de 

tratamiento también presenten estas alteraciones.  

Por su parte, el grupo R mostró para ambos genes una tendencia a la reversión, aunque 

sólo en el caso de Pdx1 los valores fueron iguales al control. Esto es importante, ya que 

este gen también es clave para la activación de la expresión del gen de insulina y, como 

vimos anteriormente, el grupo R logra normalizar tanto la expresión como la secreción. 

Además, es evidente que existen muchos otros elementos regulatorios de una 

hormona tan crucial como es la insulina ya que el grupo F logra mantener la 

hipersecreción de insulina a pesar de la disminución de la expresión de Pdx1. Otro 

factor que no hay que perder de vista en esta puja molecular compleja es el tiempo del 

tratamiento y las modificaciones epigenéticas. En relación a esto último, 

recientemente se ha demostrado que uno de los mecanismos que Pdx1 utiliza para 

promover la activación del promotor de insulina es a través de modificaciones en 

histonas (249).  
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VII.2.1. C2. Apoptosis. 
 
Todas las caspasas evaluadas presentaron un aumento de su expresión génica en el 

grupo F, evidenciando que la apoptosis en los islotes pancreáticos sería uno de los 

procesos promovidos por la DRF. Este resultado concuerda con lo previamente hallado 

por otros autores (230) y, además, en el caso particular de la Caspasa 3 fue 

acompañado por un aumento de su expresión proteica tanto a 21 (Capítulo IV) como 

a 70 días. Resultó interesante que el grupo R haya logrado revertir este perfil 

apoptótico, presentando niveles de expresión iguales (Caspasas 3 y 9) o hasta menores 

(Caspasa 8) que los encontrados en el grupo control. 

La misma tendencia en cuanto al aumento de la apoptosis en el grupo F y la 

disminución de este efecto hasta valores menores al control en el grupo R se observó 

con la proteína pro-apoptótica Bad. Acompañando estos datos, el índice de apoptósis 

(Bcl-2/Bax) evidenció la prevalencia del efecto pro-apoptótico en los grupos que 

habían consumido DRF (F y R) respecto del grupo C. Además, el valor de este índice fue 

mayor para el grupo R en comparación con el F, por lo que podemos inferir un mayor 

grado de apoptosis de células insulares en los animales F que en los R.  

VII.2.1.D. EO y defensa contra ROS. 
 
Los genes de las tres proteínas estudiadas (UCP2, SOD2 y catalasa) cuya función es 

atenuar de diferentes maneras el EO, mostraron el mismo perfil de alteraciones frente 

a los cambios de dieta. Todas aumentaron su expresión en el grupo sometido a DRF y 

presentaron valores similares o iguales al control en el grupo R. Esta evidencia nos lleva 

a inducir que los islotes de ratas del grupo F experimentan un aumento del EO y, en 

consecuencia, para paliar esta anomalía se genera un aumento de las proteínas de 

defensa contra ROS de una manera compensatoria. 

VII.2.1.D1. UCP2 
 
Se conoce que los niveles de expresión de Ucp2 dependen de la concentración del ion 

superóxido (O2
- ) (250,251), por lo que un aumento en el EO dispara su transcripción. 

En el trabajo publicado por Castro, se encontró que tanto los niveles de ARNm como 

de proteína estaban aumentados en el hígado de ratas alimentadas por 21 días con 

DRF (228). Esto denota que el efecto protector ejercido por UCP2 ocurre en diversos 
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tejidos y desde etapas tempranas donde se inicia la PD, hasta fases más tardías como 

son 70 días. Además, está documentado que en las células insulares un aumento de la 

expresión de esta proteína promueve la fuga de protones disminuyendo el gradiente 

que activa la fosforilación del ADP para formar ATP, con la consecuente disminución 

de la SIEG (252,253). Con respecto a esto, en el período estudiado, al igual que el caso 

de Pdx1, esta alteración no afecta la SIEG, pero seguramente en tiempos prolongados 

del tratamiento terminaría generando fallas irreversibles en la función insular. 

VII.2.1.D2. Defensa antioxidante, enzimas SOD2 y catalasa. 
 
Diversos trabajos señalaron la relación entre DT2 y SOD2, tanto que los polimorfismos 

de esta enzima se asocian a la enfermedad (254) como la detección de su 

sobreexpresión en paciente con DT2 (255) o personas obesas no diabéticas con 

antecedentes familiares de la enfermedad (256). En relación con la función insular, 

Kang y colaboradores realizaron la deleción heterocigota de SOD2 en ratones 

alimentados con una dieta rica en grasas y encontraron cambios en la SIEG (257). 

En concordancia con nuestros resultados, ya ha sido reportado que, en islotes 

expuestos a hiperglucemia, la catalasa incrementa su expresión a modo de mecanismo 

de defensa frente al aumento de ROS (258). 

VII.2.1.E. Cascada de señalización de leptina. 
 
Los mediadores Stat3 y Stat5b se encontraron aumentados en los animales 

alimentados con DRF por 70 días y en el grupo R disminuyeron significativamente 

respecto del grupo F. En cuanto al receptor de leptina (ObRb) presentó una marcada 

disminución de la expresión en el grupo F. A los 21 días de tratamiento con DRF, 

también fue hallada la disminución de ObRb, aunque en esa publicación no se 

reportaron diferencias para Jak2, Socs2 y Stat5b (230).  

El comportamiento general de esta vía de señalización coincide con lo hallado en la 

cascada de insulina y, si bien no se midió leptina sérica, nos hace sospechar que en 

nuestro modelo exista una LR, acompañada por hiperleptinemia. Esta hipótesis 

también se sostiene en que a los 21 días de DRF se reportó que los adipocitos blancos 

experimentan disfunciones endócrino-metabólicas en las que se encuentra la 

disminución de la sensibilidad al efecto estimulatorio de la insulina sobre la secreción 
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de leptina, aumento de la secreción y de la transcripción de leptina (259,260). Además, 

se conoce que pacientes con sobrepeso desarrollan LR que impacta a nivel de las 

células β contribuyendo a la desregulación del eje adipo-insular y promoviendo el 

desarrollo de hiperinsulinemia y DT2 (261). 

VII.2.1.F. Angiogénesis. 
 
Encontramos que Vegfα siguió el comportamiento general, aumentando su expresión 

en el grupo F y logrando presentar valores similares al control en el grupo R. Con 

respecto a la expresión de Hifα ésta fue disminuida tanto en F como en R. 

El Vegfα es el principal factor angiogénico y en células β, su presencia es necesaria para 

el correcto crecimiento pancreático y desarrollo de fenestraciones capilares 

específicas de los islotes (262,263). Los resultados encontrados en bibliografía 

muestran que personas con síndrome metabólico poseen niveles plasmáticos 

aumentados de VEFGα y que estos se asocian a diferentes variables, entre las que se 

encuentran la glucemia y la insulinemia (264). Estos datos refuerzan la probabilidad de 

un vínculo potencial entre este factor angiogénico y riesgo metabólico. 

La expresión de Vegfα es inducida por HIFα, pero en nuestro caso, sospechamos que 

otros mecanismos impulsaron el aumento de su expresión ya que HIFα se encuentra 

disminuido en ambos grupos tratados con DRF (F y R). También vimos anteriormente 

que PI3K está disminuida en estos grupos y eso tendría sentido ya que la transcripción 

de Hifα es estimulada por medio de la vía PI3K (265). Se sabe que la deleción de Hifα 

en células β de ratón genera TGA debido a una alteración de la SIEG (266) y que las 

complicaciones micro y macrovasculares de la diabetes se relacionan con la 

desregulación de Hifα (267).  

 

VII.2. Conclusiones. 
 
En este capítulo se estudiaron los cambios en la expresión génica generados por la 

dieta. Se observó una tendencia recurrente en la mayoría de los genes estudiados, 

donde los cambios de expresión génica en los islotes del grupo alimentado con fructosa 

(grupo F) se normalizaron en el grupo R. Este fenómeno sugiere que la modificación de 
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la dieta tras la tercera semana de consumo de fructosa puede revertir alteraciones a 

nivel transcripcional. 

Consideramos que algunas de las alteraciones halladas a este nivel podrían ser parte 

de los mecanismos de adaptación y compensación desarrollados por el islote 

pancreático en un ambiente metabólico prediabético. En este sentido, hipotetizamos 

que, frente a la resistencia a la insulina y a la leptina, se genera un aumento de la 

expresión de insulina y de mediadores de ambas vías, y que el aumento del EO disparó 

la transcripción de enzimas de defensa contra ROS y de mediadores de angiogénesis. 

Este estado transcripcional, activado por la emergencia metabólica creada por la DRF, 

fue revertido luego de 49 días de dieta saludable en el grupo R. 

Otros procesos estudiados, como son la apoptosis y la neogénesis, no pudieron ser 

contrarrestados por el islote. En relación con esto, el grupo F mostró un marcado 

aumento de la apoptosis y una disminución de su neogénesis y ambas alteraciones 

fueron parcial o totalmente equilibradas en el grupo R. 

Finalmente, los resultados de expresión proteica fueron considerados preliminares. En 

este caso, nos encontramos con la problemática de no contar con todos los 

anticuerpos necesarios para realizar las validaciones de las RT-qPCRs. En consecuencia, 

el número de muestras evaluadas fue pequeño y las diferencias estadísticas no 

llegaron a ser significativas. 



Capítulo VIII: Metiloma de islotes. 

144 
 

 

 

 

 

 

 

Capítulo VIII 
 

Análisis general de metilación diferencial 
en el ADN de islotes y posible repercusión 

a nivel transcripcional. 
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VIII.1. Resultados. 
 

En este capítulo analizamos la metilación de CpGs en islotes pertenecientes a los 

grupos C, F y R. Este análisis se basó en determinar los sitios DM, asociarlos a los genes 

correspondientes y a las vías que estos enriquecen. Además, estudiamos la posible 

reversión de estas alteraciones y seleccionamos algunos genes de interés para evaluar 

el impacto a nivel transcripcional. 

 

VIII.1.1. Identificación de sitios CpGs DM entre los grupos experimentales. 
 
Analizamos el grado de metilación diferencial en secuencias CpGs por comparación 

entre los grupos (C vs F; C vs R; y F vs R) y encontramos un total de 1005 secuencias 

CpGs DM: 

C vs F: el ADN de los islotes F presentó 132 secuencias CpGs DM respecto al de los 

islotes C, siendo 88 CpGs hipometiladas (HipoM) y 44 secuencias hipermetiladas 

(HiperM).  

C vs R: encontramos 518 secuencias CpGs DM. En el ADN de los islotes del grupo R 

obtuvimos 486 CpGs HipoM y 32 HiperM respecto al ADN de los islotes de ratas del 

grupo C.  

F vs R: en esta última comparación encontramos 355 CpGs DM, siendo que en el ADN 

de islotes R encontramos 313 HipoM y 42 HiperM respecto al de las células insulares 

de ratas del grupo F.  

De este análisis surgió que la mayoría de las modificaciones se encontraron en la 

comparación entre el grupo C con el grupo R y el efecto predominante en las 

comparaciones efectuadas fue la hipometilación (siendo mayor en el grupo F respecto 

al C y en el R respecto tanto al F como al C) (Figura VIII.1). 
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Figura VIII.1. Número de sitios CpGs DM en cada comparación. Se grafica el número 
de secuencias CpGs DM en cada comparación (C vs F; C vs R y F vs R). En las barras 
se distinguen con diferentes colores las secuencias CpGs hipometiladas (sector azul 
-inferior- en cada barra) e hipermetiladas (sector rojo -superior- en cada barra). Los 
números en cada subsector indican la cantidad de secuencias CpGs DM para cada 
uno. N = 1005. Meth.diff > |5|. q<0,05.  

 

 

VIII.1.2 Distribución en el genoma de los sitios CpGs DM. 
 

VIII.1.2.A. Distribución cromosómica. 
 
 En relación con la ubicación cromosómica de las 1005 CpGs DM, se observó que sólo 

los cromosomas 10, 21 y 22 no presentaron cambios en la metilación de sus sitios CpGs. 

Además, se destacó que el cromosoma mitocondrial (cromosoma M) fue el que 

registró el mayor número de modificaciones (681, lo que representa el 67,8% del total 

de sitios CpGs DM). Las 324 secuencias CpGs DM restantes se distribuyeron a lo largo 

de todo el genoma, siendo los cromosomas 1, 2, 9, 14 y 19 los que alojaron a la mayoría 

de los cambios: 63 (6,27%), 23 (2,29%), 107 (10,66%), 19 (1,89%) y 30 (2,99%) sitios 

CpGs DM, respectivamente (Figura VIII.2.A).  

Tal como se observa en la Figura VIII.2.B, en el cromosoma mitocondrial encontramos 

sitios DM en las tres comparaciones efectuadas, siendo más numerosos los cambios 

registrados en la comparación C vs R. Por otro lado, en los cromosomas nucleares la 

distribución fue más despareja: 

● En los cromosomas 1, 2, 3, 4, 9, 14, 15, 16 y 19 encontramos cambios en la 

metilación de sitios CpGs en las tres comparaciones efectuadas. En el 
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cromosoma 9, la gran mayoría de modificaciones se registraron en las 

comparaciones C vs F y F vs R, mientras que en los cromosomas 1, 2, 4 y 19 las 

comparaciones más representadas fueron las C vs R y F vs R. 

● En los cromosomas sexuales (X e Y) y en los cromosomas autosómicos 5, 6, 8, 

13, 17 y 20 no encontramos cambios en la metilación cuando comparamos al 

grupo F contra el C. 

● El cromosoma 12 no registró diferencias en la comparación C vs R. 

● Los cromosomas 7, 11 y 18 sólo registraron cambios en la metilación de sitios 

CpGs en la comparación F vs R. 

 

 

Figura VIII.2. Distribución cromosómica de los 1005 sitios CpGs DM. A) El gráfico 
representa los 324 sitios CpGs DM alojados en los cromosomas nucleares, el inset 
hace mención a los 681 sitios DM hallados en cromosoma M. B) Discriminación de 
los sitios DM para cada una de las comparaciones efectuadas tanto para el ADN 
mitocondrial (inset de arriba a la derecha) como para los cromosomas nucleares. 
Para cada cromosoma, se grafican en rojo los sitios DM hallados en la comparación 
C vs F, en verde los de C vs R y en azul los de F vs R. 

 

VIII.1.2.B. Distribución en las diferentes regiones de los cromosomas. 
 
En cuanto a la localización de las 1005 secuencias DM dentro de los cromosomas, 

hicimos el análisis de si estas se encontraban en regiones no codificantes (intergénicas) 

o dentro de las secuencias correspondientes a los genes. En esta última región hicimos 

la distinción de si las secuencias se localizaban dentro del promotor o en el “cuerpo del 

gen” (exones e intrones). Observamos que las secuencias CpGs DM aparecían 

representadas en las tres regiones cromosómicas descriptas, siendo la región cuerpo 
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del gen la más preponderante (65,57%), seguida por la región intergénica (31,64%) y 

el resto (2,99 %) que se encontraba en el promotor del gen (Figura VIII.3). 

 

Figura VIII.3. Distribución porcentual de los sitios CpGs DM en regiones 
cromosómicas. En celeste se indica el porcentaje de sitios ubicados en el promotor, 
en púrpura los del cuerpo del gen y en verde los de la región intergénica. Como se 
detalló en el Capítulo III, se consideró promotor a los sitios ubicados en posiciones 
entre -4000 y +200 pb del inicio de transcripción, cuerpo del gen a los localizados 
entre +200 y +2000 pb y región intergénica a los alojados en posiciones > +2000 ó <-
4000. N=1005. 

 

VIII.1.2.C. Distribución en Islas CpGs, Shores y Open Sea. 
 
 En otro tipo de análisis, estudiamos si las metilaciones de residuos de citosina se 

ubicaban dentro de las regiones llamadas Islas CpGs, en sus adyacencias (Shores) o en 

regiones más alejadas (Open Sea) siguiendo los criterios enunciados en el Capítulo III.  

Tal como se observa en la Figura VIII.4, la inmensa mayoría de las secuencias DM se 

localizaron en Open Sea y sólo una fracción minoritaria lo hizo en Islas CpGs y Shores. 
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Figura VIII.4. Distribución de los 
sitios CpGs DM en Islas CpG, Shores 
u Open Sea. Se analizó la localización 
de todas las secuencias CpGs DM en 
conjunto (N=1005; panel superior) y 
en cada una de las comparaciones 
efectuadas (panel inferior): C vs F 
(N=132), C vs R (N=518) y F vs R 
(N=355) respecto a su ubicación en 
Islas CpG (sectores rojos), Shores 
(sectores amarillos) u Open Sea 
(sectores grises). 

 

 

 

La Tabla VIII.1 compila información de la ubicación de las diferentes secuencias CpGs 

encontradas en Islas CpG y Shores para cada comparación, identificando el cromosoma 

y la región cromosómica en la que se localizan, así como el gen asociado a ellas. 

Tabla VIII.1. Distribución de las secuencias CpGs DM ubicadas en Islas o Shores. 
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VIII.1.3. Análisis de los genes asociados a las CpGs DM. 
 

VIII.1.3.A. Número de genes asociados a CpGs DM por comparación. 
 
Mediante el análisis de la ubicación en el genoma de los sitios CpGs DM pudimos 

identificar cuáles serían los genes que podrían verse afectados en su expresión en cada 

una de las comparaciones. La mayoría de los genes asociados se encontraron en las 

comparaciones del grupo R con el grupo F (69 genes) y con el C (65 genes), mientras 

que en la comparación C vs F sólo encontramos 28 genes (Figura VIII.5). Sin embargo, 

teniendo en cuenta que existen genes que fueron afectados en dos o en tres de las 

comparaciones efectuadas, la suma total se reduce a 104 genes diferentes.  

Figura VIII.5. Número de genes asociados a 
las CpGs DM en cada comparación. El 
diagrama de Venn grafica el número de genes 
asociados a las secuencias CpGs DM en cada 
una de las comparaciones: en rojo C vs F, en 
verde C vs R y en azul F vs R. N =104. q<0,05.   

 

 

 

 

Como se visualiza en el diagrama de Venn de la Figura VIII.5, 63 genes experimentaron 

metilación diferencial exclusivamente en una de las tres comparaciones posibles (5 

para C vs F; 31 para F vs R y 27 para C vs R), 24 genes fueron afectados simultáneamente 

en dos comparaciones, y 17 genes mostraron metilación diferencial en las tres 

comparaciones (Tabla VIII.2).  

Tabla VIII.2. Identificación de los genes que se encuentran simultáneamente 
modificados en más de una comparación. 
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VIII.1.3.B. Identificación de los 104 genes asociados a CpGs DM y localización en las 

diferentes regiones génicas. 

 
Para cada comparación efectuada, identificamos los genes modificados en los 

cromosomas (ADN nuclear) o en el ADNmt. En cada uno registramos tanto el número 

de sitios CpGs DM como las regiones génicas en las que se localizaron y si 

correspondían a una hipometilación o a una hipermetilación.  

En la Tabla VIII.3, la cual se dividió en tres secciones que corresponden a las 3 

comparaciones efectuadas (C vs F, C vs R y F vs R) se resumen los registros efectuados 

en el ADN nuclear. Los genes identificados con un nombre que comienza con el prefijo 

“LOC” seguido de un número (por ejemplo, LOC310926) hacen referencia a loci 

genómicos provisionales que aún no han sido completamente caracterizados o 

anotados en el genoma de referencia, pero que se consideran potencialmente 

funcionales. 

 

Tabla VIII.3 Genes asociados a las CpGs DM (HipoM/HiperM) y su ubicación génica 
para cada comparación en el ADN nuclear. 
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En la Tabla VIII. 4 resumimos los registros efectuados para los genes asociados a CpGs 

DM que estuvieran dentro del ADNmt (D-loop o cuerpo del gen) en cada comparación. 

 

Tabla VIII.4 Genes asociados a las CpGs DM (HipoM) y su ubicación génica para 
cada comparación en el ADN mitocondrial. 

 

VIII.1.3.C. Vías celulares en las que participan los genes. 
 
A través de un análisis de enriquecimiento funcional, encontramos que 16 de los 104 

genes asociados a CpGs DM se agruparon en 12 vías celulares (Figura VIII.6). Los 16 

genes que enriquecieron estas vías fueron 13 mitocondriales (Cox1, Cox2, Cox3, Nd1, 

Nd2, Nd3, Nd4, Nd5, Nd6, Nd4l, Atp6, Atp8 y Cytb) y 3 nucleares (Ndufaf4, Trdn y 

Bcl2l11). Mientras que, en el caso del ADNmt, los sitios CpGs DM se localizaron tanto 

en la región D-loop como en el cuerpo de los genes, en el caso de los tres genes 

nucleares lo hicieron en regiones intergénicas.  

La fuerte presencia de genes mitocondriales justifica el hallazgo de que las 3 vías o 

procesos más representados fueron la fosforilación oxidativa (FO), la termogénesis y 

la cardiomiopatía diabética, todas directamente relacionadas con el estado 

prediabético. Sin embargo, el dato más llamativo que arrojó este análisis, fue que 

muchas de las vías están fuertemente relacionadas con enfermedades neurológicas.  
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Figura VIII.6. Vías celulares en 
las que intervienen los genes 
DM. Se utilizaron los genes 
asociados a CpGs DM de todas 
las comparaciones (C vs F, C vs R 
y F vs R, N=104). Las vías se 
muestran en orden decreciente 
del valor de    – log (P valor 
ajustado). 

 

 

 

 

VIII.1.4.  Análisis de la posible reversión de los cambios epigenéticos registrados en 

el grupo F. 

 
El objetivo de este análisis fue determinar cuáles de las 132 CpGs DM en el grupo F 

respecto al grupo C, lograron en el grupo R tener valores similares al del grupo control. 

Se realizó en dos etapas: una general, con el objetivo de encontrar genes ya 

relacionados con PD, y una más específica, aumentando las restricciones.  

VIII.1.4.A. Análisis con bajas restricciones. 
 
Se tuvieron en cuenta aquellos sitios CpGs que mostraron diferencias significativas en 

la comparación C vs F y que no las mostraron en la comparación C vs R. A continuación, 

en la Figura VIII.7 se ilustra a manera de ejemplo, las condiciones fijadas para este 

primer análisis más permisivo o con bajo poder restrictivo. 

 

 

Figura VIII.7. Ejemplos de CpGs que revierten su % de metilación en el análisis de 
baja restricción. En ambos casos el grupo R presenta porcentajes de metilación 
similares al grupo C A) Ejemplo de un sitio HiperM en el grupo F respecto al C B) 
Ejemplo de un sitio HipoM en el grupo F respecto al C. *q<0,05 respecto de C.  
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Con estas condiciones, identificamos 55 secuencias CpGs DM en el grupo F respecto 

del C que pudieron revertir parcialmente con el cambio de dieta (por no haber 

diferencias significativas entre el grado de metilación del ADN en esos sitios de los 

grupos C y R). Estas CpGs representaron un 42% del total y se distribuyeron en 16 

genes, tal como lo detallamos en la Tabla VIII.5 y la Figura VIII.8. 

Tabla VIII.5. Sitios GpGs que habiendo experimentado hipo/hiper metilación en la 
comparación C vs F, no mostraron diferencias significativas entre los grupos C y R. 

 

 

 

 

Figura VIII.8. Mapa de calor de reversión parcial (análisis con bajas restricciones). 
Se muestran las CpGs cuyos % de metilación son significativamente diferentes 
entre los grupos C y F y similares entre C y R (q<0,05). Para cada grupo experimental 
(C, F y R) se realizaron 3 réplicas biológicas (N=3). En la escala de valores cromáticos, 
rojo representa alto % de metilación y azul representa bajo % de metilación. Se 
observa que, si bien hubo un cambio de tonalidad en el mapa de calor entre los 
grupos C y F, en las muestras del grupo R se obtuvieron tonalidades semejantes a las 
obtenidas en el grupo C, evidenciando la reversión. A la izquierda de los ID de las 
CpGs DM y  se referencian los genes afectados por esas modificaciones epigenéticas. 
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VIII.1.4.B.  Análisis con restricciones altas. 
 
Con el objetivo de refinar los resultados, introdujimos la restricción adicional de que el 

sitio presente diferencias significativas entre los grupos F y R (q<0,05). En la Figura 

VIII.9 se muestra un ejemplo ilustrativo. 

 

Figura VIII.9. Ejemplos de CpGs que revierten su % de metilación en el análisis de 
alta restricción. En ambos casos el grupo R presenta valores similares al grupo C y 
diferencias significativas respecto a F (señaladas con #). A)  Ejemplo de un sitio que 
se encuentra HiperM en el grupo F respecto al C, pero HipoM en el R respecto al F. 
B) Ejemplo de un sitio que se encuentra HipoM en el grupo F respecto al C, pero 
HiperM en el R respecto al F. *q<0,05 respecto de C y # q<0,05 respecto de F. 

 

Como resultado de este análisis, identificamos 30 sitios CpGs DM que lograron revertir 

que representan 23% de los 132 sitios analizados. Estos sitios se localizaron en la región 

intergénica de sólo 3 genes: Rn18s y Vom2r7 (con un sitio cada uno) y Uxs1 (28 sitios), 

como se resume y grafica en la Tabla VIII.6 y Figura VIII.10.  

 

Tabla VIII.6. Sitios CpGs que habiendo experimentado hipometilación en la 
comparación C vs F, mostraron hipermetilación en la comparación F vs R y 
viceversa. En todos los casos la comparación C vs R no mostró diferencias 
significativas en el % de metilación. 
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Figura VIII.10. Grado de metilación que presentan los sitios CpGs que lograron 
revertir totalmente (análisis de altas restricciones). A) Mapa de calor que 
representa el % de metilación que mostraron cada una de las secuencias CpGs que 
revirtieron totalmente en el grupo R los cambios sufridos en el grupo F respecto del 
C (q<0,05). Las 30 CpGs DM se asocian 3 genes: Vom2r7 (1), Uxs1 (28) y Rn18s (1). 
Para cada grupo experimental (C, F y R) se realizaron 3 réplicas biológicas (N=3). En 
la escala de valores cromáticos se representa el % de metilación (azul es bajo y rojo 
alto). B) En cada panel se muestran los genes asociados a las CpGs que lograron 
revertir: Vom2r7 (panel B.1), Rn18s (panel B.2) y Uxs1 (panel B.3). Se grafican los % 
de metilación de la o las CpGs para en cada uno de los grupos: en azul C, en rojo F y 
en verde R. * q<0,05 vs C, # q<0,05 vs F. chr:cromosoma. 
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VIII.1.5. Otros análisis complementarios: 
 
VIII.1.5.A. Este análisis incluyó los sitios DM en el grupo F respecto al C, que poseen el 

mismo grado de metilación en el grupo R que el encontrado en el F. Conceptualmente, 

estos sitios representan aquellos cambios provocados por la DRF que lograron 

instalarse de manera irreversible y que siguen presentes aun en aquellos animales que 

cambiaron sus hábitos alimenticios (grupo R). Se ilustra un ejemplo en la Figura VIII.11. 

 

 

Figura VIII.11. Ejemplos de sitios CpGs DM que no revierten el cambio en el grupo 
R. En ambos paneles se muestran los % de metilación de sitios CpGs en donde no 
existen diferencias significativas entre los grupos F y R A) HipoM en F y en R respecto 
de C B) HiperM en F y R respecto de C. *q< 0,05 respecto de C. 

 

Como resultado de este análisis obtuvimos (Figura VIII.12): 

● 16 sitios CpGs HipoM en F asociados a 10 genes: Atp6, Cox1, Cox2, Cox3, Cytb, 

Emb, Nd1, Nd2, Nd4 y Nd6. 

● 1 sitio CpG HiperM en F localizado en el gen Atg7. 

 

 

 

Figura VIII.12. Ejemplos más representativos de 3 CpGs DM entre C y F que no 
revierten en el grupo R. Mapa de calor que representa el % de metilación que 
mostraron en los tres grupos experimentales (C, F y R) 3 secuencias CpGs que 
presentan cambios en el grupo F respecto al C (q<0,05) pero que no lo los presentan 
en el grupo R respecto de F. Se muestran también los genes asociados a estas 
secuencias. Para cada grupo experimental se graficó el promedio de las tres réplicas 
biológicas realizadas (N=3), en la escala de valores cromáticos se representa el % de 
metilación (rojo es alto y azul bajo). q<0,05. 
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VIII.1.5.B.  Por último, analizamos los sitios CpGs DM en F respecto a C que en el 

grupo R mostraron una diferencia mayor respecto al C, y que incluso eran 

significativamente diferentes al F (Figura VIII.13). Estos sitios representan las 

alteraciones que una vez disparadas por la DRF no sólo no pueden ser revertidas 

con el cambio de dieta, sino que se intensificaron aún en animales que han 

dejado de consumirla por un tiempo prolongado (49 días).  

 

Figura VIII.13. Ejemplos de sitios que cambiaron el grado de metilación en F y que 
el cambio se acentuó aún más en R. A) Ejemplo de un sitio HipoM en F respecto a C 
que también se encuentra HipoM en R respecto tanto de C como de F. B) Ejemplo de 
un sitio HiperM en F respecto a C que también está HiperM en R respecto tanto de 
C como de F, *q<0,05 respecto de C y #q<0,05 respecto de F. 

 

Como fruto de este análisis encontramos 60 sitios hipometilados distribuidos en 9 

genes mitocondriales (Atp6, Cox1, Cox2, Cox3, Cytb, Nd1, Nd2, Nd5 y Nd6), como se 

observa en la Figura VIII.14. 

Figura VIII.14. % de metilación de sitios CpGs DM en F respecto a C que en el grupo R 
mostraron una diferencia mayor respecto al C e incluso que resultó significativa respecto 
al F. De las 60 secuencias CpG que cumplían con esta condición, seleccionamos 18 para 
construir el mapa de calor que representa el porcentaje de metilación en sitios que 
presentaron el mismo tipo de cambio en el grupo F respecto al C (q<0,05) que en el grupo 
R respecto al F (q<0,05). Para cada grupo experimental (C, F y R) se graficó el promedio de 
las tres réplicas biológicas realizadas (N=3), en la escala de valores cromáticos se 
representan los % de metilación (rojo es alto y azul bajo). Se muestran, además los 
nombres de los genes que alojan los sitios CpGs analizados. 
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A manera de resumen de lo descripto en esta sección en la que analizamos los cambios 

del grado de metilación encontrados en las ratas del grupo F respecto a las ratas 

control y su posible evolución en el grupo R, podemos concluir que (Figura VIII.15): 

 Unas 30 secuencias CpGs DM en el grupo F respecto al C (el 23%) logran 

revertir la modificación epigenética al cambiar su hábito alimenticio hacia una 

dieta equilibrada. Estas secuencias se asocian con 3 genes. 

 Un grupo de 17 sitios CpGs DM en F respecto a C (13%) presentan el mismo 

grado de metilación en el grupo R que en el F. Por lo tanto, en estos sitios, 

que están asociados con 11 genes, no habría una reversión de los cambios. 

 Un gran número de sitios CpG DM que se modifican en el estado prediabético 

(60 sitios, representando el 46%) no sólo no logran revertir este cambio por la 

adopción de una dieta equilibrada, sino que, por el contrario, muestran un % 

de cambio aún mayor. Estos sitios se asocian con 9 genes. 

 

 

Figura VIII.15. Resumen de los cambios registrados en el grado de metilación de 
sitios CpGs sufridos en F respecto a C y su evolución en el grupo R. A) 
Representación gráfica del número de CpGs DM en F respecto a C que en el grupo R 
logran o no revertir el cambio. B. Número de genes asociados a los sitios CpGs DM y 
su evolución en el grupo R respecto al estado de PD (grupo F).  

 

VIII.1.6. Efecto de los cambios de metilación del ADN sobre la expresión génica. 
 
En esta sección abordamos el estudio de la posible repercusión transcripcional que 

pudieron ejercer los cambios epigenéticos sobre algunos genes de interés.  

Elegimos a Nd1, Nd2 y Atp6 como representantes de los genes mitocondriales que 

además de ser modificados en todas las comparaciones entre grupos, fueron los que 

enriquecieron las principales vías celulares afectadas. Por otro lado, resultó 
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interesante indagar sobre la posible influencia directa de las metilaciones en el cuerpo 

de genes mitocondriales en la expresión génica. 

También optamos por el gen Uxs1, el cual resultó atrayente porque fue uno de los 3 

genes que logró revertir su estado de metilación en el grupo R, siendo también el que 

más CpGs consiguió cambiar (28 CpGs). A diferencia de los otros genes seleccionados, 

todas las modificaciones ocurrieron en la zona intergénica del ADN nuclear, por lo que 

a priori, tampoco existieron especulaciones en relación a qué se esperaría que ocurra 

a nivel transcripcional.  

VIII.1.6.A. Efecto de la metilación en la expresión génica mitocondrial (Nd1, Nd2 y 
Atp6). 
 
Al analizar el nivel de expresión génica de las subunidades 1 y 2 de la NADH 

deshidrogenasa (Nd1 y Nd2) y de la subunidad 6 de la ATP sintasa (Atp6), encontramos 

un perfil similar con aumento de expresión en F respecto de C y, valores similares entre 

R y C (Figura VIII.16). Estas diferencias sólo fueron significativas (p<0,05) sólo en el caso 

de Nd1.  

 

 

Figura VIII.16. Expresión génica mitocondrial (Nd1, Nd2 y Atp6). Se muestra la 
expresión relativa a nivel de ARNm analizada por RT-qPCR en islotes aislados de ratas 
de los grupos C (barra azul), F (barra roja), y R (barra verde). Se utilizó β-actina como 
estándar interno. Los valores fueron expresados en unidades arbitrarias (UA) 
respecto del nivel de ARNm determinado en el grupo C. Las barras representan las 
medias ± EEM de 2 experimentos independientes (6 réplicas técnicas en total) para 
Nd1 y 1 experimento para Nd2 y Atp6 (3 réplicas técnicas en total). *p<0,05 respecto 
de C y #p<0,05 respecto de F.  
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VIII.1.6.B. Efecto de la metilación en la expresión génica de Uxs1. 
 
La expresión a nivel transcripcional del gen de la UDP-ácido glucurónico descarboxilasa 

1 (Uxs1) presentó un comportamiento diferente al patrón hallado anteriormente 

(Figura VIII.17). El grupo F mostró un aumento significativo en su expresión génica en 

comparación al grupo controles (p<0,05). En cuanto al grupo R, presentó un aumento 

significativo tanto en comparación con el grupo C como con el grupo F (p<0,05 en 

ambas comparaciones).  

Figura VIII.17. Expresión génica de Uxs1. Se 
muestra la expresión relativa a nivel de ARNm 
analizada por RT-qPCR en islotes aislados de 
ratas de los grupos C (barra azul), F (barra 
roja), y R (barra verde). Se utilizó β-actina 
como estándar interno. Los valores fueron 
expresados en unidades arbitrarias (UA) 
respecto del nivel de ARNm determinado en 
el grupo C. Las barras representan las medias 
± EEM de 2 experimentos independientes con 
6 réplicas técnicas en total. *p<0,05 respecto 
de C y #p<0,05 respecto de F.  
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VIII.2. Discusión y conclusiones.  
 

VIII.2.1. Discusión. 
 
Tanto en islotes pancreáticos como en otros tejidos, ya sea músculo o el tejido adiposo, 

se ha reportado que diversos factores genéticos (polimorfismos), no genéticos (sexo, 

edad) y ambientales (estado nutricional y gluco/lipotoxicidad) podrían ser 

responsables de las alteraciones en su metiloma y transcriptoma. En la DT2 se ha 

encontrado que este tipo de modificaciones desencadenan cambios en la función 

celular y/o la supervivencia (268).  

Nuestro trabajo demostró la influencia que ejercen las diferentes dietas en el metiloma 

de islotes pancreáticos, encontrando, de manera global, un millar de sitios CpG DM. El 

metiloma de los islotes de animales provenientes del grupo F se presentó 

mayoritariamente HipoM respecto del control, en concordancia con publicaciones 

previas que dan cuenta de una disminución de la metilación en el ADN de diversos 

tipos celulares de pacientes con DT2, como son las células insulares (269), musculares 

(270), hepáticas (271,272) y sanguíneas (273). 

 En términos generales, las CpGs DM se distribuyeron entre la mayoría de los 

cromosomas, pero mostraron un amplio predominio en el ADNmt, particularmente 

afectando regiones en el cuerpo de los genes (65,57%) más que en sus sitios 

promotores (que no alcanzó al 3%).  

VIII.2.1.1. Modificaciones en la metilación del ADN nuclear. 
 

VIII.2.1.1.A. Localización. 
 
Si bien se hallaron CpGs DM en todas las regiones génicas de los cromosomas 

nucleares, las regiones intergénicas fueron ampliamente predominantes, en 

comparación con las ocurridas en promotores y cuerpos génicos.  

A pesar de que no se conoce la relación directa entre las metilaciones del ADN en 

regiones intergénicas y la transcripción, existe evidencia de que estas alteraciones 

constituyen un mecanismo de regulación de microRNAs que tiene influencia en la 

fisiopatología de la DT2 (274). En los pocos casos en donde se afectaron los cuerpos 
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génicos, tampoco podemos hacer una especulación acerca de cuál será el efecto 

transcripcional (positivo o negativo) más allá de sugerir que podrían tener una 

influencia, ya que sólo se conocen algunas correlaciones entre la metilación de esta 

región y las repercusiones transcripcionales (275). 

Por otro lado, sólo un 10% de las modificaciones totales halladas en promotores 

pertenecieron al genoma nuclear. Los genes asociados a estas alteraciones fueron: 

Rn18s (que acumuló 2 CpGs HipoM en el grupo F respecto del control) y LOC257642, 

un gen no anotado en el genoma de referencia que en el grupo R presentó 1 CpG 

HipoM respecto de F. Al tratarse de sitios promotores, podemos afirmar que en estos 

casos las hipometilaciones generarían un aumento de la transcripción de estos dos 

genes. Un estudio realizado por Ko y colaboradores (276) en donde se evaluaron 

personas con enfermedad renal crónica (incluida la nefropatía diabética), ya había 

señalado que las modificaciones epigenéticas en promotores son minoritarias en 

comparación a las que se encuentran en regiones enhancers o en secuencias de unión 

a factores de transcripción de genes profibróticos.  

VIII.2.1.1.B. Genes asociados a CpGs DM en la comparación C vs F. 
 
Genes relacionados con cáncer. 

En un estudio prospectivo lograron demostrar que las personas que desarrollan cáncer 

de páncreas después de haber sido diagnosticadas con diabetes eran portadoras del 

alelo predisponente de esta enfermedad autosómica dominante (277). Sin embargo, 

también se ha demostrado en diversas publicaciones que existe una mayor 

predisposición a desarrollar cáncer de páncreas en personas que consumen grandes 

cantidades de bebidas edulcoradas (278,279), así como en aquellas que presentan 

hiperglucemias ó hiperinsulinemias en ayunas (280,281), hiperglucemias poscarga 

(282), IR o algunos de los factores de riego asociados a la diabetes (283,284). Con toda 

esta información, no fue sorprendente que en nuestro modelo de PD inducida por una 

dieta con el agregado fructosa (grupo F) hallamos detectado varias CpGs DM asociadas 

a genes que ya han sido relacionados con cáncer pancreático, como: 

 Emb (Embigina), gen que codifica una glicoproteína transmembrana 

perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas que está involucrada en la 
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formación y plasticidad de la unión neuromuscular. Esta proteína, que está 

aumentada en tejidos derivados de adenocarcinoma ductal pancreático, interviene 

en la regulación de la transición mesenquimatosa de células cancerosas 

pancreáticas, aumentando la capacidad migratoria e invasora (285). 

 Lzts1 (supresor tumoral putativo con cremallera de leucina 1) codifica una 

proteína supresora de tumores. Se ha determinado que la pérdida o reducción de 

LZTS1 es un evento frecuente en el desarrollo y progresión del cáncer (286,287). 

Lzts1 disminuye la proliferación de células pancreáticas cancerígenas a través de la 

ubiquitinación y posterior degradación en proteosomas de las proteínas Ras (288).  

 Brca2 (proteína de susceptibilidad al cáncer de mama tipo 2) tiene un rol 

importante en la regulación de la alineación y unión de las cromátides hermanas y 

en la respuesta al daño del ADN por recombinación (289,290). Mutaciones de este 

gen se encontraron en personas con cáncer pancreático y se sabe su inactivación 

ocurre en etapas tardías de la tumorogénesis (291).  

También encontramos modificaciones epigenéticas en genes relacionados con otros 

tipos de cánceres:  

 Pdia4 (proteína disulfuro isomerasa miembro de la familia A) es un gen que está 

asociado a carcinoma hepatocelular y adenocarcinoma de pulmón (292,293). La 

ablación de este gen en modelos animales con diabetes mostró un aumento de la 

secreción de insulina acompañado por una disminución en las ROS, la glucemia y la 

HbA1c (294), además, el aumento sérico de Pdia4 se asocia a un mayor riesgo de 

DT2 (295).  

 Cdh8 (cadherina 8) se relacionó con la tumorogénesis de algunos tipos de 

carcinomas renales (296). 

 Tdrd3 (proteína 3 con dominio Tudor) es un regulador positivo de la 

proliferación e invasión celular en cáncer de mama, promoviendo tanto la 

tumorogénesis como la progresión de la enfermedad (297). 

Otros genes. 

Otros dos genes que sufrieron modificaciones en su estado de metilación en el grupo 

F respecto del C fueron:  
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 Bcl2l11 codifica a la proteína pro-apoptótica Bim (mediador interactivo de Bcl-

2 en muerte celular), que sería la mediadora del aumento de la apoptósis en células 

β en ratones deficientes en IRS2 (298). Además, se ha encontrado sobreexpresada 

en células insulares de personas con DT2 (299) y en estos pacientes, se la ha 

propuesto como marcador de placa aterosclerótica (300).  

  Atg7 (proteína relacionada con la autofagia 7) codifica una proteína implicada 

en la inducción de la autofagia para eliminar organelas o macromoléculas dañadas. 

Islotes derivados de ratones KO para este gen mostraron degeneración de los 

islotes, TGA y una reducción en la secreción de insulina (301). También se han 

encontrado menores niveles de esta proteína en cerebro de ratones con DT2 y 

Alzheimer (302) y, en suero de mujeres embarazadas con Diabetes Gestacional 

(303).  

VIII.2.1.1.C. Reversión de las modificaciones epigenéticas.  
 
Basados en los resultados presentados en los capítulos VI y VII, en los que encontramos 

que los animales del grupo R mostraban grandes similitudes con los del grupo C en 

cuanto a sus perfiles metabólicos y transcripcionales, nos resultó muy sorprendente el 

hallazgo de que el metiloma del grupo R fuese el que mayor número de CpGs DM 

presentara con respecto al control. Pareciera que las marcas epigenéticas de 

metilación del ADN generadas por la dieta son perdurables, siendo más difíciles de 

remover que las alteraciones fisiológicas y/o metabólicas. Suponemos que para los 

efectos fisiológicos existirían mecanismos de compensación rápidos que permiten 

recuperar la homeostasis en tiempos cortos, aunque los 49 días hayan resultado 

insuficientes para que el paisaje epigenético de los islotes vuelva a una situación similar 

al hallado en el grupo control.  

Por otro lado, el grupo R presenta la complejidad de atravesar diferentes momentos 

metabólicos a los 21 y 70 días. Lamentablemente, no tenemos la información de cómo 

es el epigenoma de los islotes de estos animales a los 21 días, y sólo tenemos los datos 

surgidos al final del tratamiento, influenciados por la historia metabólica a la que 

fueron sometidos esos islotes. En este aspecto, consideramos que, por haber 

experimentado dos cambios sucesivos en la dieta, las modificaciones epigenéticas que 
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acumula el ADN de los animales del grupo R son mayores a las ocurridas en los de los 

grupos C y F que presentaron durante los 70 días una uniformidad en los tratamientos. 

Cuando analizamos más detenidamente las CpGs capaces de revertir su estado de 

metilación nos encontramos nuevamente con que el metiloma se resiste a revertir con 

el cambio de dieta. Aplicando primero un criterio estadísticamente más laxo, para 

tener un panorama más general, encontramos que menos de la mitad de las CpGs 

totales lograban revertir (42%) y, curiosamente, todas pertenecían al ADN nuclear. 

Cuando aplicamos un criterio con mayor robustez estadística, sólo el 23% de las CpGs 

logró revertir. Estas CpGs se distribuyeron en zonas intergénicas de 3 genes: 

 Rn18s es la denominación que recibe la porción del gen 45s que contiene la 

secuencia del ARN 18s que se formará en el nucleolo luego del procesamiento del 

transcripto inmaduro ARN 45s y cuyo resultado es la generación de los ARNr 18s, 

28s y 5,8s (304).  Recientemente se halló que la modificación de su pre-ARN, por 

medio de la metilación N6 de los residuos de adenosina internos, promueve la 

progresión de cáncer de páncreas (305). 

 Vom2r7 (receptor 7 vomeronasal tipo 2) codifica un receptor olfatorio 

responsable de la detección de feromonas, que en roedores se expresa en neuronas 

basales (306). Además, se ha encontrado formando parte de regiones DM en islotes 

de ratones con restricción de crecimiento uterino, el cual lleva a la DT2 en edad 

adulta (307).  

 Uxs1 codifica UDP-glucuronato descarboxilasa 1, una enzima involucrada en la 

síntesis de heparán sulfato (308,309), un glucosaminoglucano íntimamente 

relacionado con la remodelación de la matriz extracelular y con el desarrollo de la 

diabetes y sus complicaciones (310,311). A pesar de que no hallamos bibliografía 

que relacione a Uxs1 con la DT2, si se sabe que este gen está regulado 

negativamente en individuos chinos con susceptibilidad a la obesidad, el síndrome 

metabólico y la hipertensión (312). Además, se ha reportado la disminución de 

heparán sulfato en células β de ratones con DT1 (313,314) y DT2 (315). Se conoce 

también que la actividad de la enzima heparanasa en islotes promueve la muerte 

de las células β, la aterosclerosis y conduce a la miocardiopatía diabética (316). Es 

importante destacar que el gen Uxs1 fue el que resultó ser más sensible a los 
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cambios de metilación generados por la dieta, presentando un total de 103 CpGs 

DM, y el que más CpGs logró revertir (28 de 34). Por todo esto, fue que lo 

seleccionamos para investigar la injerencia de estas modificaciones epigenéticas a 

nivel transcripcional. El perfil de expresión mostró un aumento en el grupo F con 

respecto al control y un aumento aún mayor en el grupo R. Es decir, no se evidenció 

la reversión del metiloma a nivel transcripcional, lo cual muestra la complejidad de 

los mecanismos que regulan la expresión génica. Recordemos que no evaluamos 

otros componentes del paisaje epigenético (como son las modificaciones en 

histonas y los ARNs pequeños de interferencia), ni mecanismos indirectos o más 

complejos que podrían intervenir en la transcripción de Uxs1. Por otro lado, el 

aumento de la expresión en el grupo F podría ser un mecanismo adaptativo 

generado en el período de PD para compensar la disminución de heparán sulfato.  

 

VIII.2.1.2. Modificaciones en la metilación del ADN mitocondrial. 
 

VIII.2.1.2.A. Localización. 
 
Si bien el ADNmt experimentó una mayor cantidad de modificaciones en la región 

promotora que el ADN genómico (27 vs 3 CpGs DM respectivamente), la mayoría de 

las CpGs DM se encontraron en el cuerpo de los genes. En cuanto a la región promotora 

D-loop, cabe destacar que 6 CpGs (ubicadas en posiciones 15692, 15708, 15716, 15730, 

15735 y 15745) cambiaron su estado de metilación en todas las comparaciones 

mostrando su sensibilidad frente a las diferentes dietas. 

Se conoce que la metilación en la región D-loop genera una alteración en la curvatura 

del ADN que altera la capacidad de unión del TFAM, provocando una disminución en 

la transcripción de los genes mitocondriales (317,318). Este fenómeno también se 

evidenció en células de retina obtenidas de pacientes con retinopatía diabética 

expuestas a altas concentraciones de glucosa (319), sugiriendo que las modificaciones 

epigenéticas del ADNmt tendrían un impacto en el desarrollo y progresión de la DT2. 

Además, investigaciones desarrolladas en células de pacientes con cáncer colorrectal 

(188,320) y con enfermedades metabólicas como son la IR y la obesidad (321) 
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demostraron que la HiperM de esta región se asocia la disminución del número de 

copias de ADNmt.  

VIII.2.1.2.B. Consecuencias transcripcionales de las metilaciones en el ADNmt. 
 
En todas las comparaciones evaluadas, las CpGs DM en la región D-loop de nuestro 

modelo fueron HipoM. Por lo tanto, esperaríamos que la expresión génica de algunos 

genes mitocondriales esté aumentada en el grupo F respecto del C y, en el grupo R 

respecto del F. Con respecto a esto, es importante aclarar que las modificaciones en la 

metilación de CpGs que se alojan en el ADNmt es un campo de investigación novedoso 

que se encuentra en pleno desarrollo, por lo que existe escasa información que 

relacione estas alteraciones con su función en la expresión génica. Esto difiere con la 

gran cantidad de evidencia existente que señala la relación directa y causal entre la 

metilación de un promotor en el ADN genómico y el silenciamiento génico. Por otro 

lado, teniendo en cuenta que podemos suponer el aumento de la expresión de genes 

mitocondriales en el grupo F, esto alimentaría la teoría de compensación en el período 

de PD. 

Encontramos como dato llamativo que los cuerpos de los genes Nd6 y Cytb resultaron 

ser muy sensibles a los cambios de dieta, ya que teniendo en cuenta todas las 

comparaciones, presentaron un gran número e CpGs HipoM (44 para Nd6 y 83 para 

Cytb).  Ya se ha descripto la presencia de hipermetilación de Nd6 en paciente con DT2 

y en ratones resistentes a la insulina, hecho que se asoció con la disminución de la 

transcripción del gen y con una función deteriorada de FO (322). En cuanto a Cytb, se 

halló un aumento en su metilación en células musculares de pacientes con miopatía y 

esto tuvo una asociación negativa con la producción de ATP (323).  

Siguiendo esta línea de pensamiento, y para dilucidar la influencia de las metilaciones 

diferenciales en la expresión génica, evaluamos el impacto transcripcional por RT-

qPCRs de los genes mitocondriales Nd1, Nd2 y Atp6, que mostraron perfiles similares 

de aumento de expresión en el grupo F, lo cual concuerda con la tendencia esperada 

según los resultados del metiloma y, niveles análogos al control en el grupo R. Los 

resultados obtenidos en el grupo F son similares a lo publicado por Dreja, en un modelo 

de PD de ratones NZO (obesos, con IR y TGA) que fueron sometidos a una dieta 
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diabetogénica con alto contenido en grasa. Estos ratones mostraron un aumento de 

más del 80% en la expresión génica, principalmente de aquellos genes que codifican 

enzimas que forman parte de la cascada de FO (324). 

Como primera conclusión podemos decir que los genes mitocondriales bajo las 

alteraciones generadas por la dieta modifican tanto la metilación de su ADN como su 

expresión génica y refuerzan nuestra hipótesis de que en PD se activan mecanismos 

compensatorios para lograr mantener la GA normal a costa de la hipersecreción de 

insulina. En ese contexto, el aumento de la expresión de enzimas que forman parte de 

los complejos de la FO sería clave para aumentar la cantidad de ATP y así sostener una 

secreción de insulina mayor, que amortigüe la sobrecarga metabólica generada por la 

DRF.  

Esta situación de adaptación y compensación hiperfuncional, lamentablemente no 

puede ser sostenida en tiempos prolongados, conduciendo de manera casi inexorable 

a la disfunción y falla de las células β que terminará con la progresión a DT2 y sus 

complicaciones. Una vez instalada la DT2, seguramente se instalará un nuevo paisaje 

epigenético y, consecuentemente, la expresión de genes mitocondriales disminuirá, 

consolidando así el estado hiperglucémico. La disminución en la expresión de estos 

genes y su impacto negativo sobre la secreción de insulina ya han sido demostrados en 

islotes de pacientes con DT2 (325). 

En cuanto a la reversión, es evidente que existen otros mecanismos que permiten que 

la transcripción vuelva a niveles análogos al control pasando por alto las marcas 

epigenéticas. En este sentido, no lo hemos evaluado, pero tanto los ARN pequeños de 

interferencia como el TFAM podrían estar ejerciendo su influencia en la expresión 

génica. Algunos autores proponen que las metilaciones en el cuerpo de genes 

mitocondriales podrían generar un precursor del ARNm mitocondrial policistrónico 

que sufriría modificaciones postranscripcionales aún no claramente definidas, que 

tendrían influencia en la expresión génica (326). Otro punto a destacar es que la 

incapacidad del grupo R en revertir las marcas epigenéticas, acompañada de la 

compensación que logra a nivel metabólico y transcripcional alimenta el concepto de 

“memoria metabólica” que se incorporó luego de los estudios DCCT-EDIC (tratado con 

mayor profundidad en el próximo capítulo).  
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VIII.2.1.2.C. Estudio de enriquecimiento funcional. 
 
No resultó extraño que el análisis de las vías enriquecidas por los genes asociados a las 

modificaciones epigenéticas arrojase como resultado principal la FO y la termogénesis. 

En todas las comparaciones efectuadas, las vías fueron las mismas, ya que 14 de los 16 

genes que las enriquecen forman parte de complejos mitocondriales, 13 codificados 

en el ADNmt (Nd1, Nd2, Nd3, Nd4, Nd4L, Nd5, Nd6, Cytb, Cox1, Cox2, Cox3, Atp6 y 

Atp8) y 1 en el cromosoma 6 (Ndufaf4). A continuación, se detallan las subunidades 

codificadas por estos genes que forman los complejos: 

 El Complejo I, denominado NADH-ubiquinona deshidrogenasa, incluye las 

subunidades ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 y ND4L. A pesar de ser el punto 

principal de entrada para los electrones en la cadena respiratoria, no se conoce 

mucho sobre su montaje, función y rol en diferentes trastornos. En humanos se 

sabe que variantes polimórficas de ND1 y ND2 se asocian a DT2 en población 

taiwanesa (327) y china (328). Trabajos como el de Elango reportaron mutaciones 

en ND1 y ND5 asociadas con la aparición de neuropatía diabética (329). En modelos 

animales, se determinó que variantes de ND1, ND2 y ND5 tienen influencia sobre el 

metabolismo glucémico ya que generan resistencia a la insulina (330). Un factor de 

ensamblaje del Complejo I es el codificado por el gen Ndufaf4 (Factor de ensamblaje 

4 del complejo NADH:ubiquinona oxidorreductasa), que se encuentra en ADN 

nuclear. Se sabe que mutaciones en este gen causan disfunción mitocondrial (331), 

pero no hay bibliografía que lo relacione directamente con DT2. 

 El Complejo III o citocromo bc1 tiene como una de sus subunidades a Cytb. 

Varios estudios demostraron que la disminución de su transcripción se relaciona 

con el aumento de la producción de ROS y, por ende, con daño del ADNmt 

(332,333). En músculo esquelético, la disminución del ARNm de Cytb estuvo 

acompañada por acumulación de lípidos y IR (334). En un modelo de ratas diabéticas 

sometidas a ejercicio aeróbico se logró atenuar la disminución de la transcripción 

de Cytb. Por lo tanto, se consideró que el ejercicio tendría un efecto protector 

contra la disfunción mitocondrial y de esta manera contribuiría a mejorar la 

dislipemia establecida durante la DT2 (335). 
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 El Complejo IV es el denominado Citocromo C Oxidasa (COX), formado por 13 

subunidades, constituye el eslabón final de la cadena transportadora de electrones. 

Las subunidades I a III son las más grandes e incluyen el núcleo catalítico de la 

enzima y catalizan el transporte de electrones desde el citocromo C hasta el oxígeno 

y el bombeo de protones. Las subunidades restantes se codifican en el ADN nuclear 

y tienen funciones regulatorias (336). En un modelo de ratas diabéticas inducidas 

por estreptozocina se encontró que la actividad de este complejo estaba 

disminuida, mientras que la producción de ROS estaba aumentada (337). Otro 

estudio también mostró la disminución de la actividad de este complejo en islotes 

derivados de ratones diabéticos, que además presentaron signos de EO y 

disminución de la secreción de insulina (338). Estas correlaciones también se 

hallaron en humanos (324) y en modelos de ratas sensibles o resistentes a la 

diabetes que se les suministró una DRS (339). 

 El Complejo V, denominado ATP sintasa mitocondrial, es el encargado de 

fosforilar el ADP para formar ATP en la FO. Está compuesto por 15 subunidades 

estructurales y 2 de ensamblaje, codificadas tanto en el ADNmt (ATP6, ATP8), como 

en cromosomas del genoma nuclear (15 subunidades). Mutaciones presentes en 6 

de las 17 subunidades se asocian al desarrollo de diferentes enfermedades como 

cardiomiopatía, neuropatías y diabetes (340). Numerosos estudios relacionan 

variantes polimórficas de la subunidad ATP6 con DT2, retinopatía, cataratas, 

neuropatía e hipogonadismo hipergonadotrópico (341-343).  

Además de las vías mencionadas, en nuestro análisis aparecieron otras vías que están 

estrechamente relacionadas con la DT2. Estas son, la contracción del músculo cardíaco 

en conjunto con la cardiomiopatía diabética. Por otro lado, surgió la vía de enfermedad 

del hígado graso no alcohólico, la cual tiene una prevalencia cinco veces mayor en 

personas con DT2 (344).  

Sorprendentemente, muchas de las vías que aparecieron tienen que ver con 

enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, Enfermedad de priones, 

Huntington, Esclerosis lateral amiotrófica y Alzheimer. Estudios recientes han 

enfatizado sobre mecanismos patológicos compartidos entre este tipo de 

enfermedades y la DT2 que incluyen inflamación, disfunción mitocondrial y EO. Uno de 
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los trabajos que demostró esto fue el de Carvalho en donde se compararon modelos 

de ratones con Alzheimer y diabetes inducida por sacarosa (302). En ambos modelos 

aparecieron anomalías ultraestructurales a nivel mitocondrial y un desequilibrio 

oxidativo con deterioro de la cadena respiratoria y la FO. Diversos estudios en 

humanos determinaron que las personas con DT2 tienen mayor riesgo de desarrollar 

disfunción cognitiva o demencia (345,346). En este sentido, también se han asociado 

niveles altos de HbA1c con deterioro verbal y de la memoria (347) y, se documentó 

que personas con DT2 tienen un riesgo 65% más elevado para desarrollar Alzheimer 

(348). 

Resumiendo, e integrando nuestros resultados con lo disponible en la literatura, la 

alteración en la metilación del ADNmt (especialmente en la región D-loop) es una 

característica que se encuentra presente en diferentes enfermedades (Figura VIII.18) 

y que genera deterioro tanto de la estructura como de la función mitocondrial. Las 

patologías más relacionadas son: obesidad (320), IR (349), Diabetes (350), 

enfermedades cardiovasculares (351), enfermedades neurológicas y 

neurodegenerativas como Alzheimer (352,353), Parkinson (354) y Esclerosis lateral 

amiotrófica (192), Cáncer colorrectal y de mama (355,356). 

Figura VIII.18. Asociación 
entre alteraciones en el 
metiloma mitocondrial y 
enfermedades. Regiones 
del ADN mitocondrial 
cuyos niveles de 
metilación se asociaron 
con diferentes 
enfermedades humanas, 
factores ambientales y 
variantes genéticas del 
ADN nuclear. Adaptado 
de (192). 
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VIII.2.1.2.D. Modificaciones epigenéticas que no revierten. 
 
En su gran mayoría, las alteraciones en el grado de metilación de CpGs del ADNmt no 

lograron revertir en el grupo R, evidenciando la gran estabilidad de los cambios 

epigenéticos mitocondriales generados con la dieta en comparación a los ocurridos en 

el ADN genómico.  

El análisis de las CpGs que no revirtieron en el grupo R mostró que unas 17 lograron 

mantener los valores de metilación generados en el grupo F, y otras 60 intensificaron 

los cambios ocurridos en F respecto de C. Esto demuestra que la mayoría de las 

alteraciones, una vez establecidas, se mantienen (o en el caso de sufrir algún cambio, 

lo exacerban) a pesar de que se hayan eliminado los estímulos que las originó. En 

conclusión, y recordando que sólo 30 CpGs del total lograron revertir, podemos decir 

que los cambios generados por la dieta en el metiloma son estables y que, a pesar de 

obtener una reversión muy notoria de las alteraciones fisiológicas y metabólicas 

generales, el ADN de los islotes de los animales del grupo R lleva marcas epigenéticas 

permanentes, al menos en el período estudiado de 70 días. 

 

VIII.2.2. Conclusiones. 
 

 El metiloma de los islotes provenientes de cada grupo experimental fue 

diferente, lo cual demostró la influencia de la dieta en las modificaciones 

epigenéticas.  

 Si bien las alteraciones se distribuyeron tanto en el ADN genómico como en el 

mitocondrial, este último fue el que albergó la mayoría.  

 Los genes asociados a las CpGs DM enriquecieron principalmente las vías 

celulares de termogénesis, FO, algunas patologías relacionadas con la diabetes y 

enfermedades neurodegenerativas. 

 En el grupo F, los genes que codifican subunidades de los complejos 

mitocondriales sufrirían modificaciones en la metilación de sus CpGs como 

mecanismo adaptativo que permite en el estado de PD provocar su mayor actividad 

y generar mayores cantidades de ATP, necesario para sostener la hipersecreción de 

insulina.  
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 El grupo R no logró generar un metiloma similar al grupo control, por el 

contrario, la mayoría de las modificaciones generadas por la DRF se mantuvieron y 

hasta se intensificaron. Esto demuestra que a pesar de lograr un perfil fisiológico 

similar al control (en donde intervienen claramente otro tipo de mecanismos más 

rápidos y que operan a otro nivel), las marcas epigenéticas generadas por el daño 

son estables y difíciles de remover. 
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IX.1. Resultados. 
 

En este capítulo abordaremos el mismo análisis de metilación hecho anteriormente en 

islotes, pero para leucocitos. El objetivo principal es encontrar MEPD en un tejido 

accesible para diagnóstico. 

 

IX.1.1. Identificación de sitios CpGs DM entre los grupos experimentales. 
 
Se evaluó el grado de metilación diferencial en sitios CpGs que se registraron en el ADN 

aislado de leucocitos de animales de los tres grupos experimentales (C, F y R). Teniendo 

en cuenta todas las comparaciones posibles encontramos un total de 195 CpGs DM 

distribuidas de la siguiente manera (Tabla IX.1):  

Tabla IX.1. Distribución de CpGs DM en leucocitos por comparación.  

                                                

HipoM: hipometilado; HiperM: hipermetilado. 

Es de destacar que el número total de CpGs DM en leucocitos fue muy inferior al 

hallado en islotes (195 en células sanguíneas contra 1005 en células del islote). 

Además, en el caso de los leucocitos, las CpGs DM se distribuyeron de manera más 

uniforme, presentando aproximadamente 65 CpGs DM en cada comparación. Si bien 

en ambos tejidos la intervención dietética generó un efecto preponderante hacia la 

hipometilación, el porcentaje de CpGs HiperM fue mayor en el caso de los leucocitos 

(Figura IX.1). 

Figura IX.1. Porcentaje de sitios CpGs hipo- e 
hiper-metilados en islotes y leucocitos. El sector 
inferior (azul) de cada barra representa el 
porcentaje de hipometilaciones y el superior (rojo) 
el de hipermetilaciones. N para islotes =1005 y N 
para leucocitos =195 sitios CpGs DM. 
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IX.1.2 Distribución en el genoma de los sitios CpGs DM. 
 

IX.1.2.A. Distribución cromosómica. 
 
Mientras que los cromosomas leucocitarios que acumularon una mayor cantidad de 

sitios CpGs DM fueron el 1, 2, 5, 9, 19 y el M, otros, tales como el 4, 8, 10, 15, 17, 18, 

20 y X, no sufrieron modificaciones epigenéticas (Figura IX.2). Es de destacar que la 

mayoría de los sitios DM se ubicaron en los cromosomas 9 y 19 y que si bien el 

cromosoma M es uno de los que acumuló un mayor número de CpGs DM (5,64%), no 

se destaca por sobre los demás cromosomas como ocurrió en islotes, en los que había 

acumulado el 67,8%. 

Figura IX.2. Distribución 
cromosómica en ADN 
leucocitario. Se muestra la 
distribución cromosómica de las 
CpGs DM totales en leucocitos, 
tomando en conjunto las tres 
comparaciones efectuadas (C vs 
F, C vs R y F vs R).  

 

 

IX.1.2.B. Distribución en las diferentes regiones de los cromosomas. 
 
La inmensa mayoría de los sitios DM (175 sitios) se localizaron en las regiones 

intergénicas, representando el 89,74 %. El 10,26 % restante se repartió con un 8,72% 

en el cuerpo de los genes (18 sitios DM) y 1,54% en regiones promotoras (2 sitios DM 

asociados con el  gen nuclear Rn5-8s y a la región D-loop del ADNmt) (Figura IX.3.A).  

Este resultado difiere con lo hallado en islotes, en donde la región que comprende el 

cuerpo de los genes fue la que sufrió más modificaciones (Figura IX.3.B). En ambos 

tejidos observamos que los promotores acumularon la menor cantidad de cambios. 

 

 



Capítulo IX: Metiloma de leucocitos. 

180 
 

 

Figura IX.3. Distribución de CpGs DM totales en regiones cromosómicas y su 
comparación con islotes. A) Distribución porcentual en las diferentes partes del gen 
(promotor en celeste, cuerpo del gen en púrpura y región intergénica en verde) del 
total de CpGs DM en leucocitos, considerando las 3 comparaciones (C vs F; C vs R y F 
vs R). B) Comparación del % de CpGs DM en promotor, cuerpo del gen y regiones 
intergénicas entre leucocitos (rojo) e islotes (verde). N leucocitos = 195 y N islotes = 
1005. 

 

IX.1.2.C. Distribución en Islas CpGs, Shores y Open Sea. 
 
Las CpGs DM de leucocitos se hallaron mayoritariamente en la región Open Sea (90,26 

%) y, en menor medida (9,74 %) en Islas CpGs (Figura XI.4). A diferencia de lo 

encontrado en islotes, las regiones Shores no se vieron afectadas. 

 

Figura IX.4. Ubicación de las CpGs DM en Islas, Shores u Open Sea. Los gráficos de 
tortas representados corresponden a la totalidad de secuencias CpGs DM analizadas 
en conjunto (N=195; panel superior) y al análisis individual de cada una de las 
comparaciones efectuadas (panel inferior): C vs F (N=62), F vs R (N=67) y C vs R 
(N=66). Rojo para Islas CpGs, amarillo para Shores (ausente en los 4 gráficos) y gris 
para Open Sea.  
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IX.1.3. Análisis de los genes asociados a las CpGs DM. 
 

IX.1.3.A. Número de genes asociados a CpGs DM por comparación. 
 
Los 195 sitios CpGs DM detectadas en las tres comparaciones se asociaron a 30 genes 

(Figura IX.5). De estos, sólo Gas8 se vio modificado en todas las comparaciones y 10 

genes acumularon sitios CpG DM simultáneamente en dos comparaciones. 

Observamos que el número de genes asociados a CpGs DM fue mayor en el caso de 

islotes respecto de lo obtenido en leucocitos  (104 vs 30), y que esto tiene correlación 

directa con el número de CpGs DM que presenta cada tejido. 

 

Figura IX.5. Genes asociados a CpGs DM en leucocitos. El diagrama de Venn grafica 
la distribución de los 30 genes asociados a sitios CpGs DM en cada una de las 
comparaciones (C vs F en rojo, C vs R en verde y F vs R en azul). La tabla de la derecha 
identifica los 11 genes que resultaron asociados a las secuencias CpGs DM en más de 
una comparación.   

 

IX.1.3.B. Identificación de los 30 genes asociados a CpGs DM y localización en las 
diferentes regiones génicas. 
 
A continuación, se identifican los nombres de los genes asociados a las CpGs DM, su 

ubicación cromosómica y el tipo de modificación (HipoM/HiperM). Se muestran por 

separado los genes pertenecientes al ADN nuclear y al mitocondrial (Tabla IX.2.A y Tabla 

IX.2.B). 
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Tablas IX.2. Genes asociados a las CpGs DM (HipoM/HiperM) y su ubicación génica 

para cada comparación y tipo de ADN. 

Tabla IX.2.A. ADN nuclear. 

 

 

 

 

 

 

Gen ID N° de CpG HipoM N° de CpG HiperM Región génica

Rn5-8s NR_046238.1 0 1 Promotor

Gas8 NM_001039030.1 53 1

Vom2r57 NM_001099474.1 1 0

Tlr4 NM_019178.1 1 0

Esrp1 NM_001127564.2 1 0

Brca2 NM_031542.2 1 0

Zfp385b NM_001107736.1 0 1

Lzts1 NM_153470.1 0 1

Kdm4c NM_001106663.3 0 1

C vs F
ADN nuclear

Intergénico

Gen ID N° de CpG HipoM N° de CpG HiperM Región génica

LOC310926 NM_001025002.1 0 6 Cuerpo del gen

Uxs1 NM_139336.1 28 0

Kdm4c NM_001106663.3 10 0

Nampt NM_177928.3 1 0

Veph1 NM_001014171.1 1 0

Emb NM_053719.1 1 5

Mcc NM_001170534.2 0 3

Ces1f NM_001103359.2 0 1

Clec4m NM_001170397.1 0 1

Gas8 NM_001039030.1 0 1

Mab21l2 NM_001109391.1 0 1

Rn18s NR_046237.1 0 1

Zfp455l1 NM_001139491.1 0 1

C vs R
ADN nuclear

Intergénico

Gen ID N° de CpG HipoM N° de CpG HiperM Región génica

LOC310926 NM_001025002.1 0 2 Cuerpo del gen

Uxs1 NM_139336.1 33 0

Emb NM_053719.1 1 3

Lekr1 NM_001115029.2 1 0

Nfkbiz NM_001107095.1 1 0

Mcc NM_001170534.2 0 5

Zfp455l1 NM_001013434.1 0 3

Gas8 NM_001039030.1 0 3

Rn18s NR_046237.1 0 3

Ces1f NM_001103359.2 0 1

Clvs2 NM_001108459.1 0 1

Ddx3 NM_001167665.1 0 1

Tsn NM_021762.1 0 1

Lzts1 NM_153470.1 0 1

Zfp868 NM_001009538.1 0 1

F vs R
ADN nuclear

Intergénico
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Tabla IX.2.B. ADN mitocondrial. 

              B.1. Número de CpGs HiperM en ADNmt y sus genes asociados por 

comparación. 

 

             B.2. CpGs HiperM en la región D-loop del ADNmt.  

 

IX.1.3.C. Vías celulares en las que participan los genes. 
 
El análisis de enriquecimiento funcional de los 30 genes modificados en todas las 

comparaciones arrojó resultados similares a los obtenidos anteriormente en islotes, 

tanto a nivel de los procesos afectados (FO, cardiomiopatía diabética, termogénesis y 

enfermedades neurológicas) como de los genes asociados (Cox2, Nd5, Nd6 y Cytb) 

(Figura IX.6). Una diferencia que encontramos con respecto a los islotes fue que los 4 

genes que aparecieron en el análisis de leucocitos poseían hipermetilaciones en el 

cuerpo del gen. 

Figura IX.6. Vías celulares 
en las que intervienen los 
genes DM registrados en 
forma conjunta en las 
tres comparaciones (C vs 
F, C vs R y F vs R, N=30). 
Las vías se muestran en 
orden decreciente del 
valor de    – log (P valor 
ajustado). 

 

 

IX.4. Análisis de la posible reversión de los cambios epigenéticos registrados en el 
grupo F. 
 
Para encontrar los sitios CpGs que logran revertir los efectos de la DRF, realizamos los 

dos análisis previamente descriptos en el capítulo anterior en el que impusimos 

diferentes grados de restricción.  

Gen ID C vs R F vs R

Nd6 YP_665640.1 4 4

Nd5 YP_665639.1 1 0

Cox2 YP_665632.1 1 0

N° de CpG HiperM en cuerpo de genes del ADNmt

HiperM en

F vs R

CpG  ID

CpG 15920
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IX.1.4. A. Análisis con bajas restricciones. 
 
Aplicando este criterio vimos que 59 de los 62 sitios que se encontraban DM en la 

comparación C vs F (el 95%), lograron niveles de metilación similares a los del grupo 

control. Cabe destacar que en el grupo F, 57 estaban HipoM y sólo 2 habían sido HiperM 

con respecto al control (Figura IX.7). 

 

Figura IX.7. Mapa de calor de reversión parcial (análisis de bajas restricciones). Se 
muestran las CpGs cuyos % de metilación son significativamente diferentes entre 
los grupos C y F y similares entre C y R (q<0,05). Para cada grupo experimental (C, F 
y R) se realizaron 2 réplicas biológicas (N=2). En la escala de valores cromáticos, rojo 
representa alto % de metilación y azul representa bajo % de metilación. A la izquierda 
de los ID de las CpGs DM y se referencian los genes afectados por esas modificaciones 
epigenéticas. 
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IX.1.4.B.  Análisis con restricciones altas. 
 
Como resultado de este análisis, sólo 3 de los 62 sitios CpGs DM en F respecto a C 

lograron en el grupo R un nivel de metilación similar al del grupo C pero 

significativamente diferente de F . Esto representó un porcentaje de reversión de 5%. 

Las 3 CpGs revertidas se encontraron asociadas al gen Gas8 y sufrieron HipoM en el 

grupo F (Figura IX.8). 

 

Figura IX.8. Análisis de alta restricción: reversión total de 3 CpGs asociadas al gen 

Gas8. Se graficaron los porcentajes de metilación  de 3 sitios CpG asociados al  gen 

Gas8  para cada grupo experimental: control (azul), fructosa (rojo) y reversión 

(verde).  *q<0,05 vs C, #q<0,05 vs F. chr: cromosoma. 

 

A diferencia del análisis anterior, donde el porcentaje de sitios CpGs DM que cumplían 

las condiciones impuestas era superior en células sanguíneas que en células insulares 

(95 % vs 42%), en este análisis más restrictivo, encontramos que el porcentaje de CpGs 

que revierten en el ADN de células sanguíneas es inferior al encontrado en los islotes 

(5% vs 23%). Cabe destacarse también, que la mayoría de las reversiones ocurridas en 

los islotes eran de sitios CpGs que se encontraban hipermetilados en el grupo F 

respecto del control y, en el caso de los leucocitos, todas fueron hipometilaciones. 

IX.1.5. Otros análisis complementarios: 
 
No encontramos casos de sitios CpGs que, habiendo cambiado su estado de metilación 

en el grupo F respecto al C, este cambio se exacerbe en el grupo R (Figura IX.9). Sólo 

encontramos una CpG, asociada al gen Gas8 (chr19-56338489), que aumentó su grado 
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de metilación en F y en R respecto a C, pero que no presentó diferencias entre F y R. 

Esto se ilustra en la Figura IX.9, en donde se agregan también las CpGs revertidas del 

anterior análisis. 

 

Figura IX.9. Resumen de los cambios registrados en el grado de metilación de sitios 
CpGs sufridos en F respecto a C y su evolución en el grupo R. Representación gráfica 
del número de CpGs DM en F respecto a C que en el grupo R logran o no revertir el 
cambio.  

 

IX.1.6. Genes afectados simultáneamente en islotes y leucocitos. 
 
Para cada una de las tres comparaciones efectuadas, existen genes que presentan 

secuencias DM tanto en islotes como en leucocitos como se resume en la Tabla IX.3. 

Tabla IX.3. Genes asociados a CpGs DM tanto en células insulares como sanguíneas. 

 

 

 

Analizando las comparaciones C vs R y F vs R encontramos que hay 6 genes que 

presentan un gran número de CpGs DM (10 ó más) en uno de los tipos celulares 

estudiados (leucocitos o islotes) y que, a su vez, también presentan modificaciones en 

el otro. Los genes que cumplieron estas condiciones fueron Kdm4c, Uxs1, Nd6, Cox2 y 

Nd5 en la comparación C vs R y Uxs1, Cytb y Nd6 en la comparación F vs R (Figura IX.10).  
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Figura IX.10. Genes asociados a CpGs DM en leucocitos e islotes. Se ilustran los 

genes que poseen más de 10 CpGs DM en uno de los tipos celulares analizados 

(leucocitos y células insulares) y al menos 1 CpG DM en el otro. A) Comparación C vs 

R. B) Comparación F vs R. Las barras rojas representan el número de CpG DM en 

leucocitos y las verdes, en células insulares.  

 

Por último, con el objetivo de identificar MEPD robustos y representativos, buscamos 

modificaciones en la metilación del grupo F con respecto a C que ocurran tanto en 

islotes como en células sanguíneas. De los 28 genes que presentaron sitios DM en F 

respecto a C en islotes y los 9 que lo hacen en células sanguíneas, encontramos dos 

(Lzts1 y Brca2) que lo hacen simultáneamente en ambos tejidos. A pesar de esto, las 

CpGs DM no fueron las mismas y los cambios en el % de metilación no siempre tuvieron 

la misma tendencia (Tabla IX.4 y Figura IX.11). 

Tabla IX.4. Genes que simultáneamente sufren modificaciones en la metilación en 
islotes y leucocitos. 

 

 

 

 

Figura IX.11.  Genes que sufren modificaciones en la metilación en la comparación 
C vs F en islotes y leucocitos. A) Se observan tanto los genes que se modifican sólo 
en un tejido como los genes que se modifican en ambos. N de islotes = 28, N de 
leucocitos = 9. B) Se ilustra el cambio del grado de metilación de dos genes en la 
comparación C vs F en islotes y leucocitos. 
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Finalmente, debido a no haber encontrado marcadores de PD que se reproduzcan en 

ambos tejidos, se seleccionaron varias CpGs que, debido a que presentaran una mayor 

diferencia en los porcentajes de metilación en leucocitos, podrían usarse como posibles 

MEPD. De este análisis surgieron 5 CpGs candidatas, asociadas a los genes Esrp1, 

Vom2r57, Gas8, Zfp385b y Kdm4c (Tabla IX.5). 

Tabla IX.5. Marcadores Epigenéticos de Prediabetes. 
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IX.2. Discusión y conclusiones. 
 

IX.2.1. Discusión. 
 
La identificación de marcadores de PD es de fundamental importancia como 

herramienta de diagnóstico y prevención, que permita adoptar medidas tendientes a 

detener o ralentizar el progreso a DT2. Los posibles marcadores deben cumplir 

características tales como tener una alta especificidad por la enfermedad a 

diagnosticar, ser fácil de medir y de bajo costo (357). Por esta razón, en nuestra 

búsqueda de MEPD elegimos CpGs DM que se detecten en leucocitos, para poder 

buscarlos en muestras de sangre periférica. 

IX.2.1.1. Generalidades del análisis. 
 
Estudiando el metiloma de los leucocitos, advertimos que este tipo celular fue menos 

sensible que las células insulares pancreáticas a las modificaciones ejercidas por el 

consumo de las diferentes dietas, como se desprende del menor número de CpGs DM 

y de genes asociados detectados en las células sanguíneas. Volkmar, quien realizó el 

primer perfil completo de metilación de ADN de islotes pancreáticos y leucocitos 

pertenecientes a pacientes diabéticos ya había mostrado que los cambios en los 

metilomas de islotes y leucocitos no eran exactamente iguales (358). Estos resultados 

reflejan una característica conocida del epigenoma que es su especificidad de tejido o 

tipo celular (194).  

Por otro lado, todas las comparaciones efectuadas en leucocitos presentaron un 

número similar de CpGs DM, aunque, del mismo modo que en islotes, la comparación 

C vs R fue la que más sitios DM acumuló. Otro punto para destacar fue que, si bien las 

hipometilaciones también fueron mayoritarias en estas células, registramos un 

porcentaje mayor de hipermetilaciones que en los islotes.  

IX.2.1.2. Localización de las CpGs DM y enriquecimiento funcional. 
 
En leucocitos encontramos que la mayoría de las modificaciones epigenéticas 

ocurrieron en regiones intergénicas del ADN nuclear y, llamativamente, sólo el sitio 

promotor del  gen nuclear Rn5-8s presentó una CpG DM. Con estos resultados 
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podemos sospechar que, si bien los leucocitos cambian su paisaje epigenético, no 

sufrirían alteraciones de su transcriptoma de manera tan directa, como el caso de los 

islotes cuyos promotores se ven más afectados.  

Un caso interesante para analizar fue el gen Uxs1, el que no habiendo registrado 

cambios en la comparación C vs F, alojó un total de 28 CpGs HipoM en R respecto de C 

y 33 HipoM en R respecto de F. Resulta evidente que se trata de un gen muy susceptible 

al tratamiento con fructosa y a los consecuentes cambios en el metabolismo glucémico 

ya que se encuentra modificado en un gran número de CpGs en ambos tejidos 

estudiados. 

En cuanto al ADNmt, si bien alojó algunas modificaciones en leucocitos, éstas no fueron 

de la magnitud que habíamos encontrado en islotes. Creemos que la mayor influencia 

de la metilación como elemento regulatorio de la expresión en células β está dada por 

el papel que desempeñan las enzimas mitocondriales en la activación del mecanismo 

de SIEG, que necesita del aumento de la producción ATP en las mitocondrias. El estudio 

de enriquecimiento funcional en leucocitos coincidió con el de islotes y arrojó vías 

relacionadas con la función mitocondrial, como son la termogénesis y la FO y, vías 

relacionadas con enfermedades asociadas a la DT2 (cardiomiopatía diabética y 

enfermedades neurológicas y neurodegenerativas). Este resultado tuvo que ver con las 

modificaciones en la metilación en varios genes mitocondriales (Cox2, Nd5, Nd6 y Cytb) 

que enriquecen estas vías. Como mencionamos anteriormente, si bien el impacto de la 

metilación diferencial en el ADNmt fue menor que en islotes, la afección de los genes 

mencionados es suficiente para conseguir que se modifiquen vías celulares 

mitocondriales de manera significativa. En este sentido, nuestros resultados también 

están en línea con numerosas publicaciones que sostienen que las intervenciones 

dietarias ejercen efectos diferenciales sobre la función mitocondrial (359,360) y, que 

existe una asociación entre la aparición de alteraciones en la función mitocondrial en 

la DT2 y los cambios en la metilación del ADN (361,362). 

IX.2.1.3. Genes asociados a CpGs DM en la comparación C vs F. 
 
Al analizar cuáles fueron los genes que alojaron modificaciones en la metilación de sus 

CpGs en el grupo F, encontramos que algunos de ellos están relacionados con la DT2. 
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Entre ellos podemos mencionar a Lzts1 y Brca2, de los cuales ya hemos hablado en el 

capítulo anterior, y los genes Tlr4, Esrp1 y Kdm4c: 

 Tlr4: codifica el receptor de tipo Toll 4, perteneciente a la familia de receptores 

TLRs. Este receptor reconoce patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) 

(363) y desencadena la vía NF-κβ, con el consecuente aumento de citoquinas 

proinflamatoria como IL1β, IL-6 y TNFα (364). Adicionalmente, desempeña un papel 

clave en el metabolismo de los glucolípidos y contribuye a la IR por interferir en la 

señalización de la insulina (365). La expresión del gen Tlr4 se ha encontrado 

aumentada en monocitos y células mononucleares de pacientes con DT2 (366,367) 

y ciertas variantes polimórficas han sido asociadas tanto al desarrollo de DT2 (368) 

como de nefropatía (369) y retinopatía diabética (370).  

 Esrp1: codifica la proteína epitelial 1 reguladora del splicing, cuya actividad 

anormal se ha relacionado con diferentes tipos de cánceres (371,372). En el estudio 

prospectivo CORDIOPREV, en donde participaron pacientes con enfermedad 

cardiovascular y alto riesgo de desarrollar DT2, se encontró que los niveles de esta 

proteína estaban más elevados en aquellos pacientes que durante el estudio 

desarrollaron DT2 (373). En otro trabajo, se asoció su expresión alterada con el 

aumento del miR-4454 en plasma de personas obesas, que alteró la respuesta 

celular a la insulina debido a cambios en la expresión del gen del receptor de insulina 

y de sus variantes de splicing (374).  

 Kdm4c: codifica la enzima lisina-desmetilasa 4C, que cataliza la eliminación de 

grupos metilo de las lisinas 9 y 36 de la histona H3 (375), y se encuentra 

sobreexpresada en varios tipos de cánceres (376).  Desempeña un papel protector 

contra la obesidad y el riesgo de DT2 (377), y una de sus variantes polimórficas se 

asoció con DT2 (378). Estudios realizados con linfocitos T de pacientes con diabetes 

LADA demostraron que estos poseían simultáneamente un mayor nivel de 

expresión de Kdm4c y una reducción de la metilación de la lisina 9 en la histona H3 

(379).  

IX.2.1.4. Análisis de la reversión. 
 
Con respecto a la reversión de las CpGs DM, en el caso de leucocitos fue más evidente 

la tendencia de las marcas epigenéticas a permanecer estables una vez que se 
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manifestó el estado PD. La participación de las modificaciones epigenéticas en la 

regulación de la expresión génica afecta niveles iniciales, y su remoción sería más 

compleja y requeriría de más tiempo que otros mecanismos rápidos de compensación 

que actúan en niveles más bien funcionales. Un ejemplo de estos podrían ser 

diferentes sistemas moleculares que modulen el aumento de la secreción de insulina 

una vez que ésta ya está sintetizada y acumulada en los gránulos. Por lo mencionado, 

suponemos que, aunque se prolongue considerablemente el tiempo de tratamiento 

para revertir el paisaje epigenético generado, es posible que no se logre una reversión 

total. También consideramos que los cambios fisiológicos y metabólicos observados en 

el desarrollo del estado de PD que revirtieron en el grupo R están relacionados con la 

activación de mecanismos regulatorios a nivel transcripcional que posteriormente 

influenciarían en el nivel de expresión y la función proteica. 

Esta dificultad para eliminar las marcas generadas por un estado con incursiones 

hiperglucémicas periódicas podría generar predisposición futura a desarrollar DT2 y sus 

complicaciones, incluso si se lograra normalizar el metabolismo y restablecer la 

homeostasis fisiológica. Esto tiene relación con el concepto de “memoria metabólica” 

o “memoria hiperglucémica” que fue descripto luego de los reconocidos estudios 

prospectivos en diabetes como DCCT/EDIC (380,381), UKPDS (382) y STENO-2 (383). El 

concepto de “memoria metabólica o hiperglucémica” plantea que el daño causado por 

el EO inducido por la hiperglucemia se puede prevenir cuando se inicia un control 

temprano y eficiente de la glucemia, pero no se revierte fácilmente si se mantiene un 

control deficiente durante un período prolongados (384). Es decir, que, a pesar de los 

esfuerzos por controlar los niveles glucémicos mediante la adopción de una dieta 

equilibrada, la práctica de ejercicios físicos y hasta la prescripción de medicamentos 

(incluida la insulina), muchos sujetos con diabetes continúan desarrollando diversas 

complicaciones tiempo después de haber normalizado la glucemia (379). Este 

fenómeno también se observó en ratas, en un estudio realizado con animales que 

tenían 6 ó 12 semanas de evolución de diabetes se demostró que las que llevaban más 

tiempo de evolución desarrollaron retinopatía por más de que ambos grupos fueron 

trasplantados con islotes normales (385). Recientemente se ha propuesto que la 

memoria metabólica podría tener su fundamento en los mecanismos epigenéticos que 

se manifiestan en estos individuos (386). Es sabido que estos mecanismos actúan en la 
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interfaz de factores genéticos y ambientales, por lo tanto, frente a la DRF que 

desencadena hiperglucemia, se inducen una variedad cambios en el epigenoma 

capaces de perdurar luego de la normalización de la glucemia, gracias a que las enzimas 

modificadoras de histonas y las DNMTs continúan con una actividad modificada 

respecto a la desarrollada durante la homeostasis (387-389). 

En los leucocitos de nuestras ratas, sólo 3 sitios CpGs de los 62 DM en el grupo F 

lograron revertir totalmente su estado de metilación en el grupo R, y todos ellos se 

alojaron en regiones intergénicas asociadas a un único gen, Gas8. Este gen demostró 

ser muy sensible a los cambios de hábitos alimenticios ya que, además de ser el único 

que presentó CpGs capaces de revertir, también fue el único que alojó CpGs DM en un 

número elevado en todas las comparaciones. Gas8 (proteína específica de arresto del 

crecimiento 8) es un supresor tumoral que codifica un elemento del complejo 

regulador nexina-dineína, que es clave para el movimiento ciliar (390). En el genoma 

humano, el locus de este gen contiene un marco de lectura abierto en dirección 

opuesta, que genera un ARN no codificante largo llamado GAS8-AS1 que es utilizado 

como biomarcador de esclerosis múltiple y ha sido asociado con cáncer (391).  

Adicionalmente, se ha demostrado que la expresión de GAS8-AS1 regula muchas 

funciones celulares, incluidas proliferación, migración, invasividad y autofagia (392).  

 

IX.2.1.5. MEPD. 
 
Si bien existen muchos estudios que analizan la metilación diferencial del ADN en 

pacientes con DT2, no existen demasiadas publicaciones acerca de su efecto en la PD. 

El trabajo de Pheiffer (274), mencionado anteriormente, reportó que en personas con 

PD y DT2, el ADN leucocitario presenta diferencias de metilación en regiones 

intergénicas reguladoras de miRNAs. Adicionalmente, un estudio prospectivo 

demostró que las personas con DT2 poseían modificaciones en la metilación con 

respecto a las que presentaban PD, siendo el 80% de éstas HipoM (393). En dicho 

trabajo, las alteraciones afectaron genes relacionados con el EO mitocondrial y varios 

se asociaron al desarrollo de nefropatía diabética, por lo que fueron propuestos como 

posibles marcadores tempranos de esta enfermedad.  
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Si bien las modificaciones epigenéticas se dan de una manera tejido-específica, en 

primera instancia intentamos encontrar algún MEPD que se manifieste 

simultáneamente en islotes y leucocitos, para que este sea lo más representativo 

posible de PD. Lamentablemente, y aunque encontramos dos genes (Lzts1 y Brca2) que 

presentaban cambios en el nivel de metilación en ambos tejidos, los sitios CpG 

afectados en células de ambos tejidos fueron diferentes, lo que los excluye para ser 

tenidos en cuenta como posibles MEPD.  

Debido a esto es que sólo proponemos como posibles MEPD a los sitios CpG que en 

leucocitos presentaron las mayores diferencias en sus grados de metilación entre los 

grupos F y C, correspondientes a 5 sitios CpGs DM asociados a los genes Esrp1, 

Vom2r57 (receptor 57 vomeronasal tipo 2), Zfp385b (proteína dedo de zinc 385B), 

Kdm4c y Gas8.  

 

IX.2.2. Conclusiones. 
 
El metiloma de leucocitos se modificó con los diferentes hábitos alimenticios en todas 

las comparaciones. Resultó ser menos sensible que el metiloma insular, presentando 

un menor número de CpGs DM y genes asociados. Aunque la mayoría de las 

modificaciones se hallaron en regiones intergénicas del ADN nuclear, la influencia de 

éstas en el ADN mitocondrial hizo que el enriquecimiento funcional arroje las mismas 

vías que en el caso de islotes. Otros resultados comunes tienen que ver con la 

resistencia del metiloma a la reversión (sólo 3 CpGs asociadas a Gas8 lograron revertir), 

la sensibilidad del gen Uxs1 a la DRF y la aparición de genes relacionados con DT2 y 

cáncer en la comparación C vs F.  

Por lo tanto, si bien existen disparidades en los resultados obtenidos en islotes y 

leucocitos, la tendencia al cambio en ambos tejidos es similar y proponemos 5 sitios 

CpGs asociados a los genes Esrp1, Vom2r57, Zfp385b, Kdm4c y Gas8 como candidatos 

a ser MEPD. 
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Nuestro modelo de DRF suministrada a ratas por 21 días (F21), generó un estado de 

alteración plurimetabólica similar al de la PD humana, con presencia de dislipemia, IR 

y TGA. Las incursiones hiperglucémicas generadas luego de cada comida, fueron 

responsables del aumento en el EO y su consecuente implicancia en la posible 

aparición de futuras complicaciones propias de la diabetes. A su vez, la GA permaneció 

normal a costa de la hiperfunción de las células β, que mantuvieron la insulina en 

niveles superiores a los normales en condiciones de ayuno. 

El consumo extendido de DRF por 70 días generó las mismas alteraciones presentadas 

por los animales F21. En el grupo R, se revirtieron las modificaciones del estado 

fisiológico y/o metabólico gracias a la adopción de una dieta saludable durante un 

período mucho más prolongado que el que se había necesitado para instalar la PD. 

Este resultado, sumado a que no pudimos generar un grupo R administrando α-lipoico 

en el grupo F, pero sí en el F21, podemos confirmar que los cambios producidos por la 

dieta desbalanceada durante 70 días generan consecuencias a largo plazo que son 

difíciles de remover. 

El análisis transcripcional demostró que en el grupo F, la expresión de los genes 

relacionados con apoptosis y neogénesis evidenciaron la disminución de la masa 

celular β característico del estado PD-símil. Por el contrario, la mayoría de los genes 

claves para la función de las células β y para procesos como la vasculogénesis y la 

defensa contra el aumento de las ROS aumentaron sus niveles de expresión en el grupo 

F a manera de mecanismo adaptativo disparado por las células β para compensar los 

daños generados por la DRF. Por lo tanto, los resultados de expresión acompañan la 

hipótesis de que en el estado PD habría una hiperfunción de la célula β acompañada 

de una disminución de su masa, lo cual desencadenaría a largo plazo DT2. En cuanto al 

grupo R, encontramos una tendencia general a revertir los cambios transcripcionales 

ocurridos en F. En algunos casos la reversión fue total y los valores de R fueron iguales 

a los C y, en otros, si bien R mostró un comportamiento antagónico al cambio generado 

en F, no mostró valores idénticos al control. 

En cuanto al metiloma de islotes, todos los grupos fueron diferentes. 

Sorprendentemente, el mayor número de CpGs DM se encontró al comparar el grupo 

reversión con el control. En esta misma línea, sólo el 23% de las CpGs DM que se 
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modificaron en el grupo F con respecto a C lograron revertir. Esto evidenció tanto la 

complejidad del grupo R, que atraviesa diferentes estados metabólicos, como la 

dificultad para la remoción de marcas epigenéticas generadas por la DRF aun cuando 

pudieron revertirse los cambios fisiológicos, metabólicos y transcripcionales. Este 

resultado suma evidencia a que la “memoria metabólica” sería sostenida por 

mecanismos epigenéticos. 

La amplia mayoría de las modificaciones en la metilación del ADN de células insulares 

(67,8%) se ubicó dentro del cromosoma mitocondrial, alterando tanto el D-loop como 

los cuerpos génicos. La mayoría de las variaciones encontradas fueron HipoM y, los 

genes asociados a éstas enriquecieron vías relacionadas con la termogénesis y la FO en 

todas las comparaciones realizadas. A partir de estos resultados y teniendo en cuenta 

la escasa información sobre las consecuencias transcripcionales que traen las 

modificaciones en el metiloma mitocondrial decidimos estudiar la expresión génica de 

3 de estos genes, que codifican para subunidades de complejos mitocondriales. 

Hallamos perfiles de expresión análogos, con aumento en el grupo F y, valores 

similares al control para el grupo R. Interpretamos que la DRF induce cambios en el 

metiloma mitocondrial que repercuten en el aumento de la expresión génica de 

enzimas de la CTE, con el consecuente aumento de la relación ATP/ADP que dispara la 

secreción de insulina. O sea, el aumento de la expresión génica como consecuencia de 

las modificaciones epigenéticas sufridas a partir de estímulos diabetogénicos sería un 

mecanismo compensatorio para mantener la hipersecreción de insulina típica de la PD. 

Sin embargo, como el estado compensatorio generado durante la PD no es sostenible 

en el tiempo, una prolongación de la exposición al estímulo diabetogénico (como la 

DRF) terminará agotando a las células β y sus mitocondrias llegarán a una disfunción, 

desencadenando nuevos paisajes epigenéticos, transcripcionales y metabólicos típicos 

de DT2 y sus posibles complicaciones. 

En cuanto al grupo R, proponemos que existen otros mecanismos (que involucren a 

TFAM y ARNs no codificantes) no estudiados en esta tesis, que podrían estar actuando 

sobre la expresión génica de manera independiente de la resistencia que ejercen las 

marcas de metilación para volver a condiciones iniciales. 

Con respecto al genoma nuclear, la mayoría de las modificaciones se encontraron en 

regiones intergénicas. Además, dentro de la comparación entre el grupo control y F 
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surgieron genes relacionados con distintos tipos de cánceres, incluido el pancreático. 

También surgió el gen Uxs1 como un candidato interesante para seguir siendo 

estudiado, ya que fue el que presentó el mayor número de modificaciones en todas las 

comparaciones. 

En cuanto a los leucocitos, encontramos un menor impacto de las modificaciones en el 

metiloma, mostrando un número menor de CpGs DM y de genes asociados. Además, 

la mayoría de las CpGs DM se ubicaron en regiones intergénicas del ADN nuclear, a 

diferencia de la supremacía del cromosoma mitocondrial en islotes. Esto tiene que ver 

tanto con el rol central del islote en el mantenimiento de la homeostasis glucémica y 

los desbalances generados durante la PD y DT2, como con la importancia particular de 

la función mitocondrial en las células β para promover la SIEG. 

A pesar de las diferencias mencionadas, el metiloma de los leucocitos mostró 

tendencias similares a lo que ocurrió en islotes. En este sentido, la comparación C vs R 

fue la que mayor cantidad de CpGs DM presentó y, de la mano con esto, sólo 3 CpGs 

(pertenecientes al gen Gas8) lograron revertir. Además, las vías celulares enriquecidas 

en genes asociados a CpGs DM fueron las mismas que las encontradas en islotes. El 

gen Uxs1 también se destacó por ser muy sensible en células sanguíneas al tratamiento 

con fructosa y la comparación C vs F arrojó varios genes relacionados con cáncer.  

En la búsqueda de MEPD hallamos 2 genes (Lzts1 y Brcas2) que simultáneamente 

sufrieron modificaciones en su nivel de metilación en ambos tejidos, aunque no lo 

hicieron en la misma CpG. De todas maneras, destacamos este hallazgo porque al ser 

las marcas epigenéticas tejido-específicas, denota que ambos genes podrían tener un 

rol importante en la fisiopatología de la PD.  

Finalmente, proponemos sólo 5 CpGs asociadas a los genes Esrp1, Vom2r57, Zfp385b, 

Kdm4c y Gas8 en leucocitos de sangre periférica como posibles MEPD. Queda como 

desafío futuro poder diseñar una PCR que sea capaz de distinguir alguno de los 

marcadores (ver Anexo 2), y de esta manera utilizarlos en el diagnóstico temprano de 

PD para detener o ralentizar su evolución a DT2. Por otro lado, sería interesante 

enriquecer nuestro estudio, extendiéndolo a otros órganos involucrados en la 

instalación de la hiperglucemia típica de la fisiopatología DT2, como son el resto de los 
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integrantes del “octeto ominoso” de DeFronzo y el más reciente grupo de los “once 

malvados”. 

Además de los MEPD propuestos, los resultados ampliamente discutidos en este 

trabajo de tesis (y resumidos en la Figura X.1), nos permiten ampliar el conocimiento 

de la fisiopatología y de las bases moleculares a diferentes niveles 

(fisiológicos/metabólicos, transcripcionales y epigenéticos) de la PD y su reversión 

parcial. 

 

Figura X.1. Resumen de los principales resultados de la tesis. Las flechas rojas y azules hacen 

referencia al aumento o disminución de la expresión génica respectivamente. Los rectángulos verdes 

enmarcan modificaciones ocurridas en el grupo F que pudieron ser revertidas en el grupo R. 
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 Anexo 1 
 
SECRETARIA DE CIENCIA Y TECNICA 60 y 
120 P.B. 
(0221) 423-6711 / 424-1596 / 424-3068 / 424-2711 / Int. 344 
Fax: (0221) 425-8989 
secyt@med.unlp.edu.ar 

La Plata, may 13, 2019.- 
 

It is hereby certified that the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of the 
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata, has reviewed the protocols 
and procedures for the care and use of laboratory animals submitted by Lucía Ahrtz of a 
research project entitled Search of predictive markers of diabetes and prediabetes 
through the identification of differentially methylated genes in islets and leukocytes of 
rats subjected to a diet rich in sucrose. This Committee has found that the above 
procedures are in agreement with local guidelines for vertebrate animal welfare as well as 
with USPHS and/or European Union policy on this matter. 
(National Research Council, National Academy Press, Washington DC, 2010, and/or 
European Union Directive for Animal Experiments 2010/63/EU) 
The above project is approved, effective on the above date. 
Protocol Number: T02-01-2019 

La Plata, 13 de mayo de 2019.- 

Se deja constancia de que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata 
evaluó los protocolos de utilización de animales presentados por Lucía Ahrtz, titulado 
Búsqueda de marcadores predictivos de diabetes y prediabetes a través de la 
identificación de genes diferencialmente metilados en islotes y leucocitos de ratas 
sometidas a una DRS. Este comité considera que el mencionado protocolo se ajusta a las 
normas éticas de tratamiento humanitario locales e internacionales que deben aplicarse a 
los animales vertebrados que se utilizan en investigación biomédica y por tanto lo aprueba 
en el día de la fecha. 
(Consejo Nacional de Investigaciones, National Academy Press, Washington DC, 2010, y/o 
Directiva de la Unión Europea para Experimentos en Animales, 2010/63/EU) 

 
Número de Protocolo: T02-01-2019 

 

Med. Vet. Juan Manuel Lofeudo  Prof. Dra. María Virginia 
Croce Presidente - CICUAL Secretaria de Ciencia y 
Técnica 

(Comité Institucional para el cuidado y Facultad de Ciencias Médicas - 
UNLP uso de animales de laboratorio) 

mailto:secyt@med.unlp.edu.ar
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Anexo 2 
 
PCR específica de metilación 

Para poder utilizar CpGs DM propuestas como diagnóstico de PD se debería diseñar 

una PCR específica de metilación. Esta técnica sería la de elección por ser simple, 

rápida, de bajo costo y porque permite el procesamiento de varias muestras en 

simultáneo (357). Para realizarla, en primer lugar, se deben diseñar dos pares de 

primers específicos para la secuencia de interés: uno que sea capaz de detectar la 

secuencia no metilada (primers U) y otro que solo detecte la metilada (par de primers 

M) y correr en paralelo dos PCRs con la misma muestra de ADN tratado previamente 

con bisulfito de sodio. Los productos de amplificación serán resueltos en una 

electroforesis en gel de agarosa y la presencia de una banda en la calle de la reacción 

efectuada con los cebadores M será suficiente para determinar presencia de 

metilaciones. Por el contrario, la presencia de bando en la calle de la reacción corrida 

con cebadores U, da información de la carencia de metilaciones. La presencia de banda 

en ambas reacciones da idea de una metilación parcial (en sólo uno de ambos alelos) 

(Figura X.2) (394).  

 

 

Figura X.2.PCR específica de metilación. Adaptado de (394).
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