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RESUMEN: Los objetivos de este trabajo 
fueron analizar en el tejido adiposo 
epididimal de ratas Wistar alimentadas 
durante 8 meses con dieta rica en 
sacarosa (DRS): 1) si la adiposidad visceral 
se relaciona con un incremento del 
estrés oxidativo y 2) si la disminución 
de los niveles plasmáticos de leptina 
se correlacionan con su contenido 
intracelular. Los animales alimentados 
con DRS mostraron un incrementado 
contenido de leptina en el tejido adiposo 
que se correlaciona negativamente 
con los niveles de leptina circulante y 
positivamente con la adiposidad visceral. 
Además, se observó un incremento de la 
actividad xantino oxidasa, menor actividad 
glutation peroxidasa y un significativo 
aumento del contenido de TBARS. Los 
resultados obtenidos sugieren que el 
incremento de la adiposidad visceral en 
ratas alimentadas con DRS conduciría 
a una disfunción del adipocito que se 
manifiesta en un incremento en el estrés 

oxidativo y alteración en la secreción de 
adipocitoquinas (leptina y adiponectina).
PALABRAS CLAVES: dieta rica en 
sacarosa, adiposidad, leptina, estrés 
oxidativo.

SUMMARY: The objectives of this study 
were to analyze in epididymal adipose 
tissue of Wistar rats fed for 8 months with 
sucrose rich diet (SRD): 1) whether or 
not visceral adiposity is associated with 
increased oxidative stress and 2) whether 
or not the decreased plasma leptin levels 
correlate with the leptin fat pad content. 
Adipose tissue of SRD-fed animals showed 
an increased content of leptin which is 
negatively correlated with circulating leptin 
levels and positively correlated with visceral 
adiposity. In addition, fat pad showed an 
increase of xanthine oxidase and reduced 
glutathione peroxidase activities and a 
significant increase in the TBARS content.  
The results suggest that increased visceral 
fat in rats fed SRD lead to adipocyte 
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dysfunction manifested in an increase in 
oxidative stress and altered secretion of 
adipocytokines (leptin and adiponectin).

Introducción
La resistencia insulínica (RI), el sobre-

peso y la adiposidad visceral son caracte-
rísticas centrales del síndrome metabólico. 
Este síndrome, de gran prevalencia en todo 
el mundo, también incluye entre otras anor-
malidades hipertensión, dislipemia y dia-
betes mellitus tipo 2 (1) y se ha visto que 
factores tanto genéticos como ambientales 
contribuyen a su desarrollo. Varios aspec-
tos del síndrome metabólico pueden ser 
inducidos en ratas alimentadas con dietas 
ricas en sacarosa o fructosa. Al respecto, 
trabajos previos de nuestro grupo demos-
traron que ratas normales alimentadas cró-
nicamente (30-40 semanas) con una dieta 
rica en sacarosa (DRS) desarrollan dislipe-
mia, RI periférica global, moderada hiper-
glucemia y normoinsulinemia, asociado a 
un incremento moderado del peso corporal 
y sustancial aumento de la adiposidad vis-
ceral (para revisión ver 2).

El tejido adiposo es un activo órgano 
endocrino que sintetiza y secreta distin-
tas adipocitoquinas, siendo la leptina y 
adiponectina consideradas como las más 
importantes (3). La primera se correla-
ciona con adiposidad y la segunda con RI. 
Ambas modulan varias funciones biológi-
cas jugando un rol importante en el meta-
bolismo lipídico y glucosídico. En un tra-
bajo previo publicado por nuestro grupo (4) 
hemos demostrado una disminución de los 
niveles plasmáticos de ambas adipocitoqui-
nas sin cambios en su expresión génica en 
el tejido adiposo de ratas alimentadas cró-
nicamente con DRS.

El estrés oxidativo jugaría un rol impor-
tante en el desarrollo de la obesidad, RI y 
parecería estar relacionado con la regula-
ción de las adipocitoquinas. Al respecto, 
Furukawa y col. (5) demostraron en rato-
nes obesos que la generación de sustan-
cias reactivas del  oxígeno se encuentra 
incrementada selectivamente en el tejido 
adiposo, dando como resultado RI y desre-
gulación génica de las adipocitoquinas. Por 
su parte Shen y col. (6)  observaron que los 
niveles de leptina y adiponectina se asocian 
con los niveles de estrés oxidativo, aunque 
la relación causa y efecto entre adipocitoqui-
nas y estrés oxidativo permanecen sin acla-
rar. Más aún, se ha sugerido que el estrés 
oxidativo en los depósitos grasos es un pro-
motor temprano del síndrome metabólico 
(7) y existen evidencias de que la hiperlipi-
demia y las dietas ricas en azúcar, grasa o 
ambas inducen estrés oxidativo (8). 

El estrés oxidativo ocurre cuando las 
defensas antioxidantes son sobrepasadas 
por una excesiva producción de sustancias 
reactivas del  oxígeno. El estrés oxidativo del 
tejido adiposo puede deberse en parte a la 
acción de la enzima xantino oxidasa, cuya 
expresión es mucho más elevada en este 
tejido en comparación con otros (9). Por otra 
parte, los niveles de las enzimas superóxido 
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa 
(10) disminuyen en la obesidad conduciendo 
a una menor defensa antioxidante. 

Dada la posible asociación que existe 
entre obesidad, adipocitoquinas y estrés 
oxidativo nos propusimos estudiar en el 
tejido adiposo epididimal de ratas alimenta-
das crónicamente con DRS: 1) si la adiposi-

KEY WORDS: sucrose-rich diet; adiposity; 
leptin; oxidative stress.
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dad visceral se relaciona con un incremento 
del estrés oxidativo y 2) si la disminución de 
los niveles plasmáticos de leptina se corre-
lacionan con su contenido intracelular.

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

nientes de la Comisión Nacional de Energía 
Atómica (CNEA), Buenos Aires, Argen-
tina; con un peso inicial de 180-200g. Los 
animales tuvieron libre acceso al agua y a 
una dieta estándar comercial de laboratorio 
(Ralton, Purina, St Louis, MO, USA) y fueron 
mantenidos en un ambiente climatizado 
(22 ± 1°C) con un ciclo de luz-oscuridad 
de 12:00 h (7:00-19:00 h). Transcurrida 
una semana de aclimatación, los animales 
fueron divididos al azar en dos grupos. El 
grupo control recibió una dieta semisinté-
tica cuya fuente de hidratos de carbono fue 
almidón (62,5% p/p) (DC). El grupo experi-
mental fue alimentado con la misma dieta 
semisintética con la única modificación en 
la fuente de hidratos de carbono, la saca-
rosa reemplazó al almidón (62,5% p/p) 
(DRS). Los animales de cada grupo conti-
nuaron con sus respectivas dietas hasta 
alcanzar los 8 meses de ingesta. Las 
dietas fueron isoenergéticas, proveyendo 
aproximadamente 16,3 kJ/g de comida y 
se administraron ad libitium. El peso de 
cada animal fue registrado dos veces por 
semana durante el transcurso de la expe-
riencia. Se determinaron las ingestas caló-
ricas y las ganancias de peso individuales 
de las ratas pertenecientes a los distintos 
grupos dietarios. El alimento fue removido 
al finalizar el periodo de oscuridad (7:00 h) 
y los diferentes ensayos fueron realizados 
entre las 9:00 y 12:00 h. Las ratas de cada 
grupo dietario fueron sacrificadas por deca-

pitación, las muestras de sangre obtenidas 
fueron recolectadas y centrifugadas inme-
diatamente a 3500 x g durante 15 minutos 
a 4ºC. El suero obtenido se procesó inme-
diatamente o fue conservado a -20ºC hasta 
su ensayo. El tejido adiposo epididimal 
fue removido totalmente y rápidamente 
pesado. El mismo fue procesado de inme-
diato o congelado en nitrógeno líquido y 
almacenado a -80ºC hasta su uso. El proto-
colo experimental fue aprobado por el 
Comité de Investigación Humana y Animal 
de la facultad de Bioquímica, Universidad 
Nacional del Litoral (Santa Fé, Argentina).

Métodos Analíticos
Los niveles plasmáticos de triglicéridos, 

ácidos grasos libres (AGNE) y glucosa 
fueron determinados por métodos espec-
trofotométricos convencionales. Los niveles 
de insulina inmunoreactiva fueron deter-
minados por el método de  Herbert  y col. 
(11) utilizándose la insulina de rata como 
estándar. La leptina y adiponectina plasmá-
tica se determinaron usando un kit de ELISA 
para rata (Linco Research Inc. USA).

Determinación del contenido 
de leptina en el tejido adiposo
Muestras de tejido adiposo epididimal 

frescas fueron homogenizadas en buffer 
TES pH=7,4  (Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM, 
sacarosa 225 mM, PMSF 0,1 mM, peps-
tatin 0,036 mM, Triton X-100 1%), usando 
un homogenizador de vidrio de acuerdo a 
Peyron-Caso y col. (12). Los homogenatos 
fueron centrifugados a 12000 x g por 10 
minutos a 4ºC y el contenido de leptina en 
la fase citosólica fue determinado utilizando 
un kit de ELISA para rata. Los datos son 
expresados como nanogramos por gramo 
de tejido húmedo.
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 Actividad enzimática xantino oxidasa
La purificación de la xantino oxidasa (XO) 

se realizó acorde al método de Maia y col. 
(13), con algunas modificaciones. Breve-
mente, el tejido adiposo fue homogenizado 
en 3 vol. de buffer fosfato 50 mM, EDTA 0,4 
mM, PMSF 100 mM, pH=7,8. El homoge-
nato obtenido fue rápidamente calentado a 
55°C con agitación en un baño termostati-
zado durante 10 minutos, y posteriormente 
enfriado en baño de hielo con agitación por 
debajo de los 10°C. El homogentato fue 
centrifugado a 16000 x g por 20 minutos a 
4ºC, el precipitado fue descartado y al sobre-
nadante se le agregó sulfato de amonio 
sólido hasta lograr un 60% de saturación. 
La solución se agitó durante 30 minutos y el 
precipitado colectado por centrifugación fue 
disuelto en buffer fosfato 50 mM, pH=7,8. 
La concentración de proteínas se determino 
por el método de Lowry (14). La actividad 
de la XO fue medida en alícuotas de 80 a 
180 µg de proteínas en buffer fosfato 50 mM 
(pH= 7,8) y xantina 0,5 mM a 37ºC, monito-
reando la producción de ureato a 295 nm [ε 
= 12.2 x10-3 ml/(nmol x cm)]. Una unidad 
de actividad catalítica es definida como la 
cantidad de enzima que cataliza la oxida-
ción de 1 µmol/min de substrato bajo las 
condiciones experimentales. Los resultados 
se expresan como mU/mg proteína.

Actividad enzimática glutation 
peroxidasa
Para el ensayo de la glutation peroxi-

dasa (GPX) el tejido adiposo fue homo-
genizado en 4 vol. de buffer de homoge-
nización (Na2HPO4 30 mM, EDTA 1 mM, 
sacarosa 250 mM, pH=7,4) y centrifugado 
a 5000 x g por 10 minutos a 4ºC. El infra-
nadante obtenido fue nuevamente centri-
fugado a 100000 x g por 60 minutos a 4ºC 

(7). En el sobrenadante post-mitocondrial 
se determino: la concentración de proteína 
por el método de Lowry (14) y la actividad 
de la GPX por el método espectrofotomé-
trico descripto previamente por Paglia y col. 
(15). Brevemente, alícuotas de 270 a 510 
µg de proteínas se adicionaron a un buffer 
fosfato 0,05 M pH=7 adicionado de EDTA 
5 mM, glutation reductasa 0,36 U/ml, NaN3 
4,02 mM, glutation 5,36 mM y NADPH 0,30 
mM. La mezcla de reacción se equilibró a 
20ºC por 5 minutos. Posteriormente la reac-
ción fue iniciada por el agregado de H2O2 
78,5 µM. La conversión de NADPH a NADP 
se registró cada 15 segundos observando 
el cambio de absorbancia a 340 nm durante 
un periodo de 3 a 5 minutos. Una unidad 
de actividad catalítica es definida como la 
cantidad de enzima que cataliza la oxida-
ción de 1 µmol/min de substrato bajo las 
condiciones experimentales. Los resultados 
se expresan como mU/mg proteína.

Contenido de las especies 
reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBA)
La medida de las especies reactivas del 

TBA (TBARS) en el tejido adiposo se realizó 
por el método descripto por Lee y col. (16). 
El contenido de TBARS en el tejido adiposo 
se calculó como equivalentes de malondial-
dehido (MDA) a partir de la curva estándar 
obtenida utilizando concentraciones cre-
cientes de MDA. Los resultados se expre-
san como nmol/mg proteína x órgano total.

Análisis Estadístico
Los tamaños de las muestras fueron cal-

culados en la base de medidas hechas pre-
viamente en nuestro laboratorio con ratas 
alimentadas con DC y DRS (4,17), conside-
rando un poder de 80%. Los resultados se 
expresaron como la media  SEM. El análi-

Selenscig D. y col. • Estado oxidativo y contenido de leptina...



50 FABICIB • 2010 • 14

sis estadístico se realizó por el test de Stu-
dent (18). Valores de p<0,05 fueron consi-
derados estadísticamente significativos.

Resultados
Peso corporal, peso del tejido adiposo 

epididimal e ingesta calórica:
En los dos grupos dietarios el peso cor-

poral y la ingesta calórica fueron cuidado-

samente monitoreados a través de todo el 
periodo experimental. Como hemos demos-
trado previamente (4), se observa un incre-
mento significativo (p<0,05) en el peso 
corporal y en el peso del tejido adiposo epi-
didimal así como en la ingesta calórica en las 
ratas crónicamente alimentadas con una DRS 
durante 8 meses cuando se las compara con 
el grupo alimentado con DC (Tabla 1).

Niveles plasmáticos de Tg, AGNE, lípi-
dos, glucosa, insulina y adiponectina

En la Tabla 2 observamos que los nive-
les de triglicéridos, AGNE y glucosa plas-
máticos fueron significativamente más ele-
vados en las ratas alimentadas con DRS 

Tabla 1: Peso corporal y del tejido adiposo epididimal e ingesta calórica de ratas alimentadas con dieta 

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

Dieta

DC

DRS

Peso corporal

inicial (g)

186,4 ± 6,1

190,4 ± 8,5

Peso corporal 

a 240 días (g)

469,9 ± 11,6

565,1 ± 10,2 #

Peso Tejido Adiposo 

epididimal (g)

7,61 ± 0,41

14,46 ± 0,72 #

Ingesta calórica

(kJ/día)

274,9 ± 16,7

356,3 ± 20,3 #

por 8 meses comparadas con las ratas que 
recibieron una DC por el mismo periodo de 
tiempo. No se encontraron diferencias signi-
ficativas en los niveles plasmáticos de insu-
lina en ambos grupos dietarios mientras que 
los niveles de adiponectina plasmáticos dis-

Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada grupo 

experimental. # p<0,05 DRS vs DC.

Tabla 2: Niveles plasmáticos de triglicéridos (Tg), ácidos grasos no esterificados (AGNE), insulina, glu-

cosa y adiponectina en ratas alimentadas con dieta control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS) al final 

del período experimental.

Dieta

DC

DRS

Tg

(mM)

0,96 ± 0,06

2,27 ± 0,13 #

AGNE

(µM)

335 ± 32

850 ± 48 #

Insulina

(pM)

375 ± 30

369 ± 39

Glucosa

(mM)

6,45 ± 0,07

8,20 ± 0,10 #

Adiponectina

(µM)

2,63 ± 0,46

1,83 ± 0,21 #

Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada grupo 

experimental. # p<0,05 DRS vs DC.
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minuyeron significativamente (p<0,05) en el 
grupo DRS respecto al grupo DC.

Contenido de leptina plasmática y tisular
La Tabla 3 describe los niveles de lep-

tina plasmática y su contenido en tejido adi-
poso epididimal. Los resultados muestran 
que, en las ratas alimentadas con DRS, la 
disminución de los niveles plasmáticos de 
leptina se correlacionan negativamente con 

un incremento en la concentración de esta 
adipocitoquina en el tejido adiposo epididi-
mal de ratas alimentadas cronicamente con 
DRS. Por otro lado, el mayor contenido de 
leptina del tejido adiposo se correlaciona 
positivamente con el aumento de peso de 
dicho tejido (Tabla 1) (n=16, r2=0,947, 
p<0,05). 

Tabla 3. Niveles de 

leptina plasmática y 

su contenido en tejido 

adiposo epididimal en 

ratas alimentadas con 

dieta control (DC) y 

dieta rica en sacarosa 

(DRS) al final del 

período experimental.

Leptina

Dieta

DC

DRS

Plasmática (ng/ml)

14,21 ± 1,80

9,60 ± 0,93 #

Tejido Adiposo (ng/gr T. Húmedo)

38,71 ± 3,28

80,83 ± 5,01 #

Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron 

utilizados en cada grupo experimental. # p<0,05 DRS vs DC.

Actividades enzimáticas xantino oxidasa 
y glutation peroxidasa y niveles de TBARS 
en tejido adiposo epididimal:

La actividad de la enzima xantino oxidasa 
(XO) y el contenido de TBARS en el tejido 
adiposo de las ratas alimentadas con DRS 
es significativamente mayor (p<0,05) res-

pecto del grupo que recibió la DC (Figura 
1A y Figura 1C). Por otro lado, la actividad 
de la enzima antioxidante glutation peroxi-
dasa (GPX) es significativamente menor 
(p<0,05) en los animales alimentados con 
DRS comparada al grupo DC (Figura 1B).

Figura 1: Niveles de la enzima xantino oxidasa (XO) (A) y glutation peroxidasa (GPX) (B) y de las 

especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) (C) en tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas 

con dieta control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS) al final del período experimental: 

Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada grupo 

experimental. # p<0,05 DRS vs DC.
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Discusión
Ampliando estudios previos, los resulta-

dos obtenidos indican que la administración 
crónica de una dieta rica en sacarosa (DRS) 
conduce a un marcado incremento en el 
contenido de leptina en tejido adiposo que 
se correlaciona negativamente con los nive-
les de leptina plasmática. A su vez, observa-
mos que la DRS produce un incremento del 
estrés oxidativo en el tejido adiposo, debido 
a un aumento de la actividad enzimatica de 
la xantino oxidasa (XO) y de la peroxidación 
lipídica junto con una disminución de las 
defensas antioxidantes, medida a través de 
la actividad de la glutation peroxidasa (GPX) 
asociado a una mayor adiposidad visceral.

Frederich y col. (19) demostraron que los 
niveles plasmáticos de leptina, que refle-
jan la suma de toda la producción de lep-
tina periférica, se correlacionan con el con-
tenido de grasa corporal y el tamaño de los 
adipocitos en ratones obesos así como en 
ratones de peso normal. Sin embargo, el 
aumento moderado de peso corporal, así 
como la adiposidad y la hipertrofia celular 
observada previamente (4) en las ratas ali-
mentadas con una DRS se correlacionan 
negativamente con los niveles plasmáticos 
de leptina, que disminuyen respecto a la 
DC. Tanto el estado nutricional como el estí-
mulo hormonal podría afectar el almacenaje, 
secreción o degradación de la leptina sinte-
tizada de novo para regular la liberación de 
la misma (20, 21). Adipocitos más grandes 
contienen una mayor cantidad de leptina 
comparado con los adipocitos más peque-
ños, tanto en ratas como en humanos (20, 
22). El incremento del peso del tejido adi-
poso y el contenido de leptina acompañado 
de un decrecimiento de los niveles plasmá-
ticos de leptina sugieren una alterada secre-
ción de esta adipocitoquina en los anima-

les alimentados con DRS. Soria y col. (23) 
demostraron un significativo incremento del 
glicerol liberado basal y en presencia del 
estímulo con isoproterenol (lipólisis estimu-
lada) en adipocitos de ratas alimentadas 
con DRS respecto a las alimentadas con 
DC. Este incremento de los ácidos grasos 
intracelulares generados como consecuen-
cia de una elevada lipólisis podría jugar un 
rol importante en la secreción de leptina. 
Estudios “in vitro” usando adipocitos aisla-
dos de ratas normales han mostrado, ade-
más, que la insulina estimula la secreción 
de leptina (24), por lo que diferentes facto-
res  y/o mecanismos podrían estar partici-
pando en la regulación de la liberación de 
leptina cuando RI y adiposidad son  induci-
das en ratas por una DRS.

Diferentes trabajos (6, 25, 26) obser-
varon una relación positiva entre los nive-
les de estrés oxidativo y leptina. Si bien, el 
mecanismo por el cual la leptina estimula 
las condiciones de estrés oxidativo no está 
completamente dilucidado, podría estar 
relacionado al hecho de que la leptina esti-
mula la oxidación de ácidos grasos mito-
condriales e incrementa la generación de 
radicales reactivos (27). Nuestros resultados 
muestran una elevada peroxidación lipídica 
(aumento de TBARS) en el tejido adiposo 
de ratas alimentadas con DRS. Al respecto, 
Furukawa y col. (5) y Lee y col. (28) observa-
ron un incremento de los TBARS en el tejido 
adiposo de ratones obesos comparados 
con los controles. En otros modelos de obe-
sidad, esta asociación no es siempre obser-
vada. Al respecto, Sutherland y col. (29) no 
encontraron diferencias en el contenido de 
TBARS en el tejido adiposo epididimal de 
ratas Wistar alimentadas por 6 semanas con 
una dieta rica en grasa respecto a las ali-
mentadas con una DC. Por último, Gallinier y 
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col. (7) encontraron una disminución en los 
niveles de TBARS en el tejido adiposo epidi-
dimal de ratas Zucker obesas comparadas 
con sus controles normales. 

La XO es una enzima clave del estrés 
oxidativo. Cheung y col. (9) observaron “in 
vivo” que el incremento en la expresión y 
actividad de la XO se correlaciona con la 
acumulación de grasa en ratones ob/ob de 
8 semanas respecto a sus controles; mien-
tras que la pérdida de la XO (en ratones 
XO-/-) se correlaciona con una reducción 
de su masa grasa. El aumento en la activi-
dad de la XO constatado en ratas alimenta-
das con DRS concuerda con lo observado 
por Cheung y col. (9).

Por otro lado, Yang y col. (30) puntualiza-
ron que la actividad de la GPX es importante 
para predecir el estado redox de un tejido. 
La menor actividad de la GPX en animales 
cronicamente alimentados con DRS obser-
vada en el presente trabajo, está en con-
cordancia con los resultados de Furukawa 
y col. (5) que muestran una disminución en 
la actividad de la GPX en el tejido adiposo 
blanco de ratones KKAY que presentan resis-
tencia insulínica y obesidad comparados con 
sus controles C57BL/6 a las 7 y 13 semanas 
de edad. Esto se acompaña de una dismi-
nución en la expresión génica de la GPX a 
las 7 semanas. Además, se ha demostrado 
en ratas Zucker obesas (7) y en ratones obe-
sos db/db y ob/ob (28) una menor activi-
dad GPX en tejido adiposo blanco compa-
rada con sus controles etarios. Sin embargo, 
Girard y col. (8) observaron una disminución, 
aunque no significativa, en la actividad de la 
GPX en el tejido adiposo de ratas wistar ali-
mentadas con una dieta enriquecida en fruc-
tosa (18%) y ácidos grasos saturados (11%) 
al compararla con el grupo que recibió DC. 
Estos hallazgos podrían deberse al porcen-

taje de grasa e hidratos de carbono dietarios 
utilizados por Girard y col. (8), así como el 
tiempo de administración de la misma, dife-
rentes a los utilizados en el presente proto-
colo experimental.

En conclusión, los resultados obtenidos 
sugieren que el incremento de la adipo-
sidad visceral en ratas alimentadas con 
DRS conduciría a una disfunción del adipo-
cito que se manifiesta entre otras en un 
incremento en el estrés oxidativo y altera-
ción en la secreción de adipocitoquinas 
(leptina y adiponectina).
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