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RESUMEN: El objetivo del trabajo fue 
analizar en musculo cardiaco el efecto de 
la administración crónica de dieta rica en 
sacarosa (DRS) sobre el comportamiento 
de algunas enzimas antioxidantes y a nivel 
plasmático la peroxidación lipídica y grupos 
carbonilos en proteínas como marcadores 
de daño oxidativo, algunas citoquinas 
inflamatorias y la presión arterial. Se utilizaron 
ratas macho Wistar con un peso inicial de 
180 g. Luego de una semana de aclimatación 
los animales fueron divididos aleatoriamente 
en dos grupos. El grupo control recibió una 
dieta semisintética (% en peso: almidón: 62,5, 
aceite de maíz: 7 y proteínas: 18). El grupo 
DRS recibió la misma dieta semisintética 
donde la sacarosa sustituyó al almidón como 
fuente de hidratos de carbono. Los animales 
de ambos grupos fueron alimentados por 
32 semanas. Los resultados alcanzados 
demuestran que los animales alimentados 
con DRS presentan: a- disminución de las 

actividades enzimáticas glutatión peroxidasa 
(GPx) y superoxido dismutasa (SOD); 
b- aumento significativo de los niveles 
plasmáticos de las citoquinas inflamatorias 
IL-6 y TNFα; c- incremento en la peroxidación 
lipídica y en los grupos carbonilos en 
proteínas. Estos efectos se acompañaron 
de dislipemia, moderada hiperglucemia, 
adiposidad visceral e hipertensión.

Palabras claves: dieta rica en sacarosa, 
estrés oxidativo, inflamación, musculo 
cardiaco.

SUMMARY: Behavior of antioxidant enzymes 
glutathione peroxidase (GPx) and superoxide 
dismutase (SOD) in the cardiac muscle of 
insulin resistant dyslipemic rats. Preliminary 
study.
The objective of the study was to analyze 
the effect of chronic sucrose-rich diet 
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(SRD) in cardiac muscle on the behavior 
of some antioxidant enzymes as well as 
the plasma levels of lipid peroxidation 
and protein cabonyl groups as markers 
of oxidative damage, some inflammatory 
cytokines and blood pressure. Wistar male 
rats with an initial weight of 180 g were 
used. After one week of acclimatization 
the animals were randomly divided into 
two groups. The control group received a 
semisynthetic diet (weight % starch: 62.5, 
corn oil: 7 and proteins: 18). The SRD 
group received the same semisynthetic diet 
where sucrose replaced starch as source of 
carbohydrates. Animals from both groups 

were fed for 32 weeks. The results show 
that the animals fed with DRS present: a- 
decreased enzymatic activities glutathione 
peroxidase (GPx) and superoxide 
dismutase (SOD); b- significant increase 
of plasma IL-6 and TNFα inflammatory 
mediators; c- increase in lipid peroxidation 
and protein cabonyl groups. These effects 
were accompanied by dyslipidemia, 
moderate hyperglycemia, visceral adiposity 
and hypertension.

Keywords: sucrose rich diet, oxidative 
stress, inflammation, heart muscle.

Introducción
El estrés oxidativo juega un rol importante 

en la patogénesis de la disfunción endote-
lial, hipertensión, inflamación, enfermedad 
cardiovascular aterosclerótica, entre otras, 
principales componentes del síndrome 
metabólico (MS) (1,2). El estrés oxidativo 
puede resultar de un exceso de producción 
de radicales libres y/o una deficiencia de la 
capacidad antioxidante en diferentes tejidos 
como el musculo cardiaco, hígado y riñón. 
Las enzimas superoxido dismutasa (SOD), 
catalasa y glutatión peroxidasa (GPx) repre-
sentan importantes componentes del sis-
tema de defensas antioxidantes. Conse-
cuentemente, deficiencias en una o más de 
estas enzimas contribuye al desarrollo de 
estrés oxidativo (3).

El estrés oxidativo está altamente correla-
cionado con el daño causado por el acumulo 
de radicales libres. Se ha demostrado que 
los radicales libres pueden afectar negativa-
mente a la supervivencia celular debido a un 
daño en la membrana a través del daño oxi-
dativo de los lípidos, las proteínas y la modi-

ficación irreversible del ADN. La peroxidación 
de lípidos, tales como las sustancias reacti-
vas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y los nive-
les de hidroperóxidos, así como los marca-
dores de la oxidación de proteínas como los 
grupos carbonilo son marcadores de daño 
oxidativo (4).

Diferentes estudios sugieren que la admi-
nistración de una dieta con alto contenido 
de fructosa tiene un efecto pro-oxidante en 
ratas y que el efecto perjudicial de una dieta 
con alto contenido en sacarosa puede atri-
buirse a su contenido en fructosa (5–7).

Experimentalmente, nuestro grupo y otros 
han demostrado que las ratas alimentadas 
crónicamente con una dieta rica en saca-
rosa/fructosa desarrollan alteraciones meta-
bólicas y fisiológicas mimetizando varios 
aspectos del síndrome metabólico en los 
seres humanos (8–10).

Estudios previos de nuestro grupo han 
demostrado que ratas normales alimenta-
das crónicamente con dietas ricas en saca-
rosa (DRS) desarrollan dislipemia, homeos-
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tasis alterada de la glucosa, resistencia 
insulínica, adiposidad visceral y lipotoxici-
dad (acumulación de lípidos en tejidos no 
adiposos como hígado, músculo esquelé-
tico, páncreas) (10–12). El músculo cardíaco 
no es ajeno a estos cambios. La dislipide-
mia e hiperglucemia desarrollada en estos 
animales tienen profundos efectos en la uti-
lización de los sustratos energéticos por el 
miocardio. Hemos constatado previamente 
un incremento en el contenido de triglicéri-
dos, acilCoA de cadena larga y diacilglice-
rol, acompañado de una disminución en la 
oxidación y alterada captación de la glucosa 
bajo el estímulo de la insulina en ratas ali-
mentadas crónicamente con DRS (13,14). 
En relación al estrés oxidativo hemos obser-
vado una depleción de las actividades de 
las enzimas antioxidantes y un incremento 
de la actividad de la enzima xantino oxidasa 
y peroxidación lipídica en tejido adiposo 
luego de 30 semanas de dieta. 

En vista de las alteraciones observadas 
en el musculo cardíaco y otros tejidos antes 
mencionadas en este modelo experimental, 
el objetivo del presente trabajo fue evaluar 
en musculo cardiaco el efecto de la admi-
nistración crónica de DRS sobre el compor-
tamiento de algunas enzimas antioxidan-
tes, analizando también a nivel plasmático la 
peroxidación lipídica, marcadores de daño 
oxidativo, niveles de citoquinas inflamatorias 
(IL-6 y TNFα) y cambios en la presión arterial. 

Materiales y métodos
Animales y dietas
Se utilizaron ratas macho Wistar prove-

nientes del Centro de Medicina Comparada, 
ICIVET (UNL-CONICET), (Esperanza, Argen-
tina), con un peso inicial de 180 g (adultos 
jóvenes). Los animales se mantuvieron bajo 
condiciones de temperatura (22 ± 1ºC) y 

humedad controladas, con un ciclo luz-
oscuridad de 12 horas (7:00-19:00 h) con 
libre acceso al agua y a una dieta estándar 
comercial de laboratorio (Ralston, Purina, 
St. Louis, MO, USA). Luego de una semana 
de aclimatación los animales fueron dividi-
dos aleatoriamente en dos grupos. El grupo 
control (DC) (n=24) recibió una dieta semi-
sintética (% en peso): almidón: 62,5, aceite 
de maíz: 7 y proteínas: 18. El grupo DRS 
(n=24) recibió la misma dieta semisinté-
tica donde la sacarosa sustituyó al almidón 
como fuente de hidratos de carbono. Los 
animales de ambos grupos fueron alimen-
tados por 32 semanas. La Tabla 1 muestra 
la composición de las dietas cuyos com-
ponentes se basan en las recomendacio-
nes del Comité ad hoc del “American Insti-
tute of Nutrition” (17). Las mismas fueron 
preparadas semanalmente y mantenidas a 
4ºC hasta el momento del consumo. Todas 
proveen aproximadamente 16,30 KJ/g de 
comida y se administraron “ad libitum”. 

Durante todo el período experimental se 
determinó la ganancia de peso y la ingesta 
calórica de las ratas pertenecientes a cada 
grupo dietario. 

Métodos analíticos
Finalizado el período experimental, los 

animales fueron anestesiados con una 
inyección intraperitoneal de pentobarbi-
tal sódico (60 mg/kg peso corporal). Las 
muestras de sangre se obtuvieron de la 
vena yugular, se recogieron en tubos que 
contenían EDTA sódico como anticoagu-
lante y se centrifugaron rápidamente. El 
plasma obtenido fue utilizado inmediata-
mente o conservado a –20 °C hasta su pro-
cesamiento. El músculo cardíaco fue inme-
diatamente removido, pesado y congelado 
a –80 °C hasta su procesamiento.

Oliva, M.E. y col. • Comportamiento de enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa
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 Los niveles plasmáticos de triglicéridos 
(TG) y glucosa fueron cuantificados con 
kits analíticos comerciales disponibles (Wie-
ner Lab., Rosario, Santa Fe, Argentina). Los 
ácidos grasos no esterificados (AGNE) se 
determinaron usando un kit colorimétrico 
basado en acil-CoA oxidasa (Wako NEFA-
C, Wako Chemicals, Neuss, Alemania). La 
insulina plasmática se determinó mediante 
el ensayo inmunoreactivo de Herbert (18) 
utilizando un estándar de insulina de rata 
(Novo Nordisk, Copenhague, Dinamarca). 
La interleuquina-6 y TNF-α fueron medidos 

usando Kits comerciales de ELISA (Thermo 
Scientific, Rockford, USA).

Determinación de la presión sanguínea
En todos los grupos experimentales la 

medida de la presión sanguínea se rea-
lizó utilizando el equipo CODA de medi-
ción automática no invasiva tailcut off (Kent 
Scientific Corporation, Torrington, CT, USA). 
Las mediciones se realizaron a las 4, 8, 12, 
16, 20, 24, 28 y 32 semanas desde el inicio 
del período experimental. Los valores obte-
nidos se presentan como la media ± SEM 
de 8 determinaciones individuales.

Tabla 1. Composición de las dietas experimentales1

 Componentes DC DRS

  % en Peso % en KJ % en Peso % en KJ

Almidón 62,5 65,8 -  - 

Sacarosa -  -  62,5 65,8

Caseína 18 17,4 18 17,4

Aceita de maíz 7 16,8 7 16,8

Vitaminas2 1   1  

Fibras 7,5   7,5  

Sales3 3,5   3,5  

Colina bitartrato 0,2   0,2  

Metionina 0,3   0,3  

1. DC: Dieta control; DRS: Dieta rica en sacarosa. 
2. Mezcla de vitaminas AIN-93M-MX (g/kg de dieta): Vitamina A (500.000 UI/g) 0.8; Vitamina D3 (400.000 UI/
kg) 2.75; Vitamina E (500 UI/g) 15.0; vitamina K 0.075; Biotina 0.020; Vitamina B12 2500; Acido Fólico 0.200; 
Niacina 3.0; Pantotenato de calcio 1.6; Piridoxina HCl 0.7; Riboflavina 0.6; Tiamina HCl 0.6.
3. Mezcla de sales AIN-93M-MX (g/kg de dieta): Carbonato de calcio 357.0; Fosfato monobásico de potasio 
250; Cloruro de sodio 74; Sulfato de potasio 46.6; Citrato de potasio monohidratado 28.0; Oxido de magne-
sio 24.0; Citrato ferrico 6.06; Carbonato de zinc 1.65; Carbonato de magnesio 0.63; Carbonato cuprico 0.30; 
Yodato de potasio 0.01; Selenato de sodio 0.01025; Molibdato de amonio 0.00795; Cromato de potasio 0.275.

Niveles plasmáticos de grupos carbonilos
en proteínas y ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
La formación de grupos carbonilos en 

proteínas, como marcador de daño oxida-
tivo proteico, fue medido espectrofotomé-
tricamente como lo describió anteriormente 

Ferreira y col. (16). La peroxidación lipí-
dica en el plasma se estimó midiendo las 
sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) como lo describió anteriormente 
D’Alessandro y col. (15)
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Actividades de enzimas antioxidantes en
 tejido cardiaco
La actividad de la enzima GPx se deter-

minó según el método de Paglia y Valen-
tine (19) según se describió anteriormente 
(15). La actividad de la enzima SOD se 
determinó espectrofotométricamente según 
Kakkar y col. (20). El contenido de proteínas 
fue medido por el método de Bradford (Bio-
Rad reagent). 

Aislamiento de ARN y análisis semi-cuan-
titativo de RT-PCR
Los niveles de GPx y SOD del tejido car-

diaco se determinaron por RT-PCR según lo 
descrito anteriormente (16). La amplificación 
por PCR se llevó a cabo utilizando primers 
de oligonucleótidos específicos (Tabla 2). 
Las intensidades de las bandas se cuantifi-
caron utilizando el software Image de Scion 
de NIH. La cuantificación del rRNA 28S se 
realizó para normalizar las muestras. 

Table 2. Secuencias de los primers utilizados para amplificar diferentes genes por RT-PCR y tama-

ños de los fragmentos generados.

Gen Forward (5´-3´) Reverse (5´- 3´) Tamaño (bp)

SOD AGCTGCACCACAGCAAGCAC TCCACCACCCTTAGGGCTCA 191

GPx CCACCGTGTATGCCTTCTCC ACCGGGGACCAAATGATGTA 424

S28 GTGAAAGCGGGGCCTCACGATCC TACTGAGCAGGATTACCATGGC 200

Análisis estadístico
Los tamaños de las muestras se calcula-

ron sobre la base de mediciones realizadas 
previamente con ratas alimentadas con DC 
o DRS (10,13,21) considerando un poder 
del 80% (22). Los resultados se expresan 
como media ± SEM. Las comparaciones 
estadísticas se realizaron transversalmente 
entre diferentes grupos dietarios. La distribu-
ción normal de los datos se probó utilizando 
el test de Shapiro-Wilk. La homogenei-
dad de las varianzas se probó utilizando el 
test de Levene. La significación estadística 
entre dos grupos (DC y DRS) se determinó 
mediante la prueba t de Student. Valores de 
p<0.05 fueron considerados estadística-
mente significativos (SPSS 15.0 para Win-
dows, SPSS INC. Chicago, Illinois) (23).

Resultados
Peso corporal, ingesta calórica y paráme-
tros plasmáticos
Como se muestra en la Tabla 3, el peso 

corporal y la ingesta calórica son similares en 
ambos lotes al inicio de la experiencia. Al fi-
nalizar el periodo experimental el lote DRS 
presenta un significativo incremento en el 
peso corporal (p<0,05) y la ingesta calórica 
(p<0,05) cuando se los compara con el lote 
DC. Corroborando estudios previos (11,24), 
los niveles plasmáticos de TG, AGNE y glu-
cosa fueron significativamente más elevados 
en los animales alimentados con DRS cuan-
do se los compara con el grupo DC. No se 
observaron diferencias significativas en los ni-
veles de insulina plasmática al final del perío-
do experimental entre los 2 grupos dietarios.

Oliva, M.E. y col. • Comportamiento de enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa
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Presión sanguínea
Los niveles de presión sistólica y diastó-

lica fueron similares al comienzo del periodo 
experimental. Los animales del grupo DRS 
presentaron un significativo aumento en la 

Tabla 3. Peso corporal, ingesta calórica y parámetros plasmáticos en ratas alimentadas con dieta 

control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS).

                 DC                  DRS

Peso corporal (g)

Inicial 186.5 ± 3.7 187.0 ± 2.8

Final 488.0 ± 6.2 518.3 ± 5.6 *

Ingesta calórica (kJ/día)

Inicial 270.4 ± 9.7 275.1 ± 10.0

Final 276.8 ± 12.6 346.3 ± 10.8 *

Parámetros plasmáticos

TG (mM) 0,67 ± 0,04 1,65 ± 0,05 *

AGNE (µM) 314,0 ± 10,2 721,0 ± 20,5 *

Glucosa (mM) 6,2 ± 0,2 8,1 ± 0,3 *

Insulina (pM) 375,0 ± 30,3 368,0 ± 28,3

Los valores se expresan como media ± SEM; n = 6. * p<0.05 DRS vs. DC.

Figura 1. Presión arterial sistólica y diastólica durante el periodo experimental en los animales ali-

mentados con dieta control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS).

Los resultados son expresados como media ± SEM (n=6). * p<0.05 DRS vs. DC en cada punto.

Niveles plasmáticos de citoquinas infla-
matorias, grupos carbonilos en proteínas
 y ácido tiobarbitúrico (TBARS)
Los niveles plasmáticos de las citoquinas 

inflamatorias IL-6 y TNFα, y los marcadores 

presión arterial (sistólica y diastólica) a partir 
de las 4 semanas desde el inicio del período 
experimental en comparación con anima-
les de la misma edad alimentados con DC. 
(Figura 1).

de estrés oxidativo TBARS y grupos carboni-
los en proteínas presentaron un incremento 
significativo en los animales alimentados 
con DRS comparado con los animales con-
troles (Tabla 4).
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Tabla 4. Niveles plasmáticos de citoquinas inflamatorias, TBARS y grupos carbonilos en proteínas 

en ratas alimentadas con dieta control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS).

              DC           DRS

IL-6 (pg/ml) 35,62 ± 8,34 79,58 ± 15,96 *

TNFα (pg/ml) 5,79 ± 0,14 15,14 ± 0,49 *

TBARS (nmol/ml) 2,65 ± 0,20 4,91 ± 0,39 *

Grupos carbonilos (nmol/ml) 33,92 ± 0,87 39,03 ± 1,44 *

Los valores se expresan como media ± SEM; n = 6. * p<0.05 DRS vs. DC.

3.4. Actividades y expresión génica de
enzimas antioxidantes en musculo 
cardiaco
La Figura 2 muestra las actividades y 

expresión génica de las enzimas antioxi-
dantes SOD y GPx en musculo cardiaco. 
Las actividades enzimáticas de SOD y GPx 

se encuentran disminuidas en el grupo DRS 
comparado con el grupo DC. El compor-
tamiento de la expresión génica de ambas 
enzimas es diferentes, mientras el ARNm de 
la SOD acompaña la actividad de la enzima, 
el ARNm de GPx no presenta modificacio-
nes respecto al grupo DC. 

Figura 2. Actividad enzimática y expresión ARNm de la superoxido dismutasa (SOD) y glutatión pero-

xidasa (GPx) en musculo cardiaco en los animales alimentados con dieta control (DC) y dieta rica en 

sacarosa (DRS). Los resultados son expresados como media ± SEM (n=6). * p<0.05 DRS vs. DC.

Oliva, M.E. y col. • Comportamiento de enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa
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Discusión
El presente trabajo analizó los efectos de 

la DRS sobre algunos aspectos del estrés 
oxidativos en musculo cardíaco. Los hallaz-
gos observados hasta el presente son: 1) 
Significativa reducción de las actividades 
GPx y SOD en musculo cardiaco con un 
comportamiento disímil en sus expresio-
nes génicas; 2) En plasma: incremento sig-
nificativo de los niveles plasmáticos de las 
citoquinas inflamatorios IL-6 y TNF y de la 
peroxidación lipídica y grupos carbonilos en 
proteínas, como marcador de daño oxida-
tivo. Estos efectos se acompañaron de dis-
lipemia, moderada hiperglucemia, hiperten-
sión e incremento en el peso corporal y la 
ingesta calórica. 

Similarmente, estudios de Busserolles y 
col. (7) en ratas normales observaron que 
la administración de dieta rica en sacarosa 
durante dos semanas produjo un aumento 
de TBARS y una menor actividad de Cu-Zn-
SOD en el corazón de estos animales cuando 
se los compara con ratas del mismo sexo y 
edad alimentadas con dieta control. Una dis-
minución de las actividades enzimáticas SOD 
y GPx fue también constatado por Roberts y 
col. (3) en la aorta de ratas Fischer alimenta-
das por 7 meses con una dieta rica en grasas 
y azucares refinados. Estos autores sugieren 
que los cambios observados podrían promo-
ver en estos animales estrés oxidativo, dis-
función endotelial, hipertensión y enfermedad 
cardiovascular. Por otra parte, Ballal y col. 
(25)while a high fat diet (60% fat observaron 
que la administración de una dieta alta en 
calorías (45% de grasa) a ratas Wistar por 48 
semanas induce obesidad y disfunción car-
diaca, en cual se observó una reducción en 
la expresión cardiaca de la SOD y GPx.

Además, nuestros resultados muestran 
un aumento significativo en los niveles plas-

máticos de citoquinas inflamatorias, TBARS 
y grupos carbonilos de proteínas, lo cual 
podría contribuir al estado proinflamato-
rio observado en este modelo. En línea con 
nuestros hallazgos, Liu y col. (26) demos-
traron en ratas machos Sprague-Dawley 
alimentadas con una dieta rica en fructosa 
(63,1%) durante 21 semanas un incremento 
significativo en las concentraciones plasmá-
ticas de TNF-α e IL-6.

Finalmente, estos resultados muestran un 
aumento significativo en la presión diastó-
lica y sistólica en los animales alimentados 
con DRS. Si bien, al presente no conoce-
mos los mecanismos íntimos que conducen 
a dicha alteración en este modelo nutricio-
nal, un resultado similar fue observado en 
ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 
2 semanas con dieta rica en fructosas (66% 
en energía) (27). Más aún, Poudyal y col. 
(28) trabajando con ratas alimentadas cró-
nicamente (32 semanas) con dieta rica en 
carbohidratos y grasa observaron hiperten-
sión asociado a alteraciones cardíacas tales 
como dimensión del ventrículo izquierdo, 
contractibilidad, volumen, rigidez, inflama-
ción y depósito de colágeno. 

Conclusión
En resumen, los resultados alcanzados en 

este trabajo aportan nuevos datos sobre los 
efectos de la administración crónica de una 
dieta rica en sacarosa en el comportamiento 
de las enzimas antioxidantes GPx y SOD en 
el musculo cardíaco. Estos datos prelimina-
res, junto a los observados a nivel plasmático 
de las citoquinas inflamatorias y marcadores 
del estrés oxidativo sugieren su contribución 
a la desregulación de la función del musculo 
cardiaco en este modelo animal.
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