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Reduccioén en la actividad de transactivacién
y transrepresion de PPARa en un modelo
experimental de sindrome metabélico

por fructosa dietética

Ntria Roglans, Laia Vila y Juan Carlos Laguna
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Introduccién. Dietas ricas en fructosa
producen, en roedores, hipertrigliceridemia y
esteatosis hepatica. En el presente estudio,
quisimos valorar cémo afectaba la administracion
de este hidrato de carbono a la actividad hepatica
de transactivacién y transrepresion del receptor
activado por proliferadores peroxisémicos a
(PPARG).

Material y métodos. Se aleatorizé a 24 ratas
Sprague-Dawley en 3 grupos de tratamiento:
control, fructosa y glucosa (10% peso/volumen
[p/v] hidrato de carbono en agua de bebida,
durante 14 dias). En plasma se valoraron los
valores de triglicéridos, acidos grasos libres,
glucosa, insulina y leptina. En tejido hepatico se
determind: contenido de triglicéridos, actividad de
betaoxidacién de los acidos grasos, valores de
expresion (ARN mensajero, proteina y actividad de
union proteina-ADN) de los genes objeto de
nuestro estudio.

Resultados. La administracion de fructosa
produjo un incremento de 1,9y 1,8 veces en los
valores de triglicéridos plasmaticos y hepéticos,
respectivamente. Las concentraciones de leptina se
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incrementaron 2,4 veces en estos animales, sin que
apareciera hiperglucemia ni resistencia a la
insulina. La actividad de transactivacién de PPARa
se redujo, asi como la actividad de betaoxidacién
hepatica de los 4cidos grasos (48%). La actividad
de transrepresién de PPARa también se redujo en
estos animales, y se produjo un incremento del
30% en la actividad del factor NF-kB en las ratas
fructosa frente a animales control. Estos resultados
no se observaron tras la administracién de
glucosa; no obstante, los 2 hidratos de carbono
modificaron de forma similar la expresién hepatica
de factores de transcripcion y enzimas clave
implicados en la sintesis de 4cidos grasos.
Conclusiones. La hipertrigliceridemia y la
esteatosis hepatica inducida por la ingesta de
fructosa son el resultado de una reduccién en el
catabolismo hepético de los acidos grasos asociado
a un déficit de actividad PPARa.

Palabras clave:
Hipertrigliceridemia. Esteatosis hepatica. Leptina. Fructosa.
PPARGo.

REDUCTION IN PPARa TRANSACTIVATION
AND TRANSREPRESSION ACTIVITY IN AN
EXPERIMENTAL MODEL OF METABOLIC
SYNDROME INDUCED BY DIETARY FRUCTOSE

Introduction. In rodents, high-fructose diets
induce hypertriglyceridemia and hepatic steatosis.
In the present study, we investigated whether
fructose administration modulates the
transactivating and transrepressing activity of the
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hepatic peroxisome proliferator-activated receptor
o (PPARQ).

Material and methods. Twenty-four Sprague-
Dawley rats were randomized to 3 treatment
groups: control, fructose and glucose groups (10%
w/v carbohydrate in drinking water for 14 days).
Plasma levels of triglycerides, non-esterified fatty
acids, glucose, insulin, and leptin were measured.
Triglyceride content, fatty acid p-oxidation activity,
and expression (mRNA levels, AND protein and
DNA-protein binding activity ) of the studied genes
were determined in liver samples.

Results. Fructose administration produced a 1.9
and 1.8-fold increase in plasma and hepatic
triglyceride levels, respectively. Leptin levels were
increased 2.4-fold in these animals, without
hyperglycemia or insulin resistance. Both PPARa
transactivating activity and hepatic fatty acid p-
oxidation activity (48%) were reduced in fructose-
administered rats. The transrepressing activity of
PPARa. was also reduced and, as a consequence,
nuclear factor kB activity was increased (30%) in
fructose-fed rats compared with that in control
animals. These changes were not observed in
glucose-administered rats, although both
carbohydrates produced similar changes in hepatic
expression of the transcription factors and
enzymes involved in fatty acid synthesis.

Conclusions. Hypertriglyceridemia and hepatic
steatosis induced by fructose intake result from
reduced hepatic catabolism of fatty acids
associated with deficient hepatic PPARa activity.

Key words:
Hypertriglyceridemia. Hepatic steatosis. Leptin. Fructose.
PPARa.

Introduccién

La prevalencia del sindrome metabdlico esta in-
crementandose a nivel mundial!, con un aumento
paralelo del riesgo de desarrollar diabetes mellitus
y enfermedad cardiovascular, asi como de la morta-
lidad asociada a estas enfermedades®. Aunque es
poco factible que exista una causa unica de esta
tendencia, factores ambientales (dieta, actividad fi-
sica, estrés, etc.), junto con factores genéticos de
predisposicién se encuentran probablemente invo-
lucrados. Paralelamente al incremento en el consu-
mo de energia total producido durante las tltimas
décadas, se ha producido también en todo el mun-
do un cambio en el tipo de nutrientes consumidos,
con un consumo aumentado de fructosa, sobre
todo debido a la mayor ingesta de refrescos y otros
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tipos de bebidas con un alto contenido en fructosa®.
Una vez absorbida, la fructosa dietética es captada
mayoritariamente por el higado, en donde promue-
ve la sintesis de triglicéridos y la produccién de li-
poproteinas de muy baja densidad (VLDL). Sin em-
bargo, la modificacién en la sintesis de acidos
grasos no explica en su totalidad la elevada produc-
cién de triglicéridos*. En consecuencia, no conoce-
mos en su totalidad los mecanismos que causan la
alteraci6n en el metabolismo lipidico hepético pro-
ducida por dietas ricas en fructosa.

La rata es un buen modelo para estudiar el meta-
bolismo humano de la fructosa®. Una dieta rica en
fructosa induce en la rata alteraciones metabdlicas
similares a las encontradas en el sindrome metabdli-
co, por lo que la rata alimentada con fructosa es un
modelo aceptado de sindrome metabdlico. Sin em-
bargo, mientras que los disefios experimentales que
utilizan proporciones de fructosa del 50% o
superiores en dietas sélidas inducen hipertriglice-
ridemia y una marcada resistencia a la insulina®’, las
dietas que incorporan fructosa al 10% (peso/volu-
men) en el agua de bebida por periodos cortos indu-
cen hipertrigliceridemia e higado graso, sin modifi-
car los valores plasmaticos de glucosa e insulina®’.
Dado que es bien conocido que tanto los valores ele-
vados de hidratos de carbono como la hiperinsuline-
mia crénica incrementan la sintesis lipidica hepatica
y la produccién de VLDL!, escogimos la segunda
aproximacion dietética (fructosa al 10% peso/volu-
men [p/v] en el agua de bebida) para examinar los
efectos de la fructosa en el metabolismo hepatico de
los acidos grasos sin la interferencia producida por
los efectos de la hiperinsulinemia.

En estudios previos utilizando este mismo mo-
delo experimental hemos demostrado que la admi-
nistracién de fructosa a ratas produce una marca-
da reduccién en la betaoxidacién hepatica de
acidos grasos y en los valores de ARN mensajero
(ARNm) para el receptor activado por proliferado-
res peroxisomicos o (PPARa)’. En el presente tra-
bajo, demostramos que la administracién de fruc-
tosa al 10% (p/v) en el agua de bebida de ratas
reduce la actividad de transactivacién y transrepre-
sién de PPARGa, sin que se afecten los valores hepa-
ticos de protefna PPARa. Como consecuencia, la
fructosa deprime la oxidacion hepética de 4cidos
grasos e incrementa la actividad del factor de
transcripcion proinflamatorio NF-kB. Estos cam-
bios no se observaron en ratas a las que se admi-
nistré glucosa al 10% (p/v) en el agua de bebida.
Dado que la ingestién de ambos hidratos de carbo-
no produjo cambios similares en la expresion he-
patica de factores de trascripcién y enzimas impli-
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cados en la sintesis de 4cidos grasos, concluimos
que la hipertrigliceridemia y la esteatosis hepatica
inducidas por la ingestiéon de fructosa son conse-
cuencia de la reduccién en el catabolismo de 4ci-
dos grasos.

Material y métodos

Animales y diserio experimental

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Criffa, Barcelo-
na) que se mantuvieron durante 5 dfas con agua y comida ad
libitum, a temperatura y humedad constante, con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Tras el periodo de aclimatacién, los ani-
males se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 8 anima-
les cada uno: un grupo control, un grupo suplementado con
fructosa (fructosa) y un grupo suplementado con glucosa (glu-
cosa). Ambos hidratos de carbono se administraron en el agua
de bebida en forma de solucién al 10% (peso/volumen) duran-
te 2 semanas. Los animales control no recibieron ningin su-
plemento de hidratos de carbono. Se sacrificé a los animales
por decapitacién bajo anestesia por ureatano entre las 9-10 ho-
ras. Todo el proceso se realizé de acuerdo con la guia estable-
cida por el Comité de Bioética de la Universidad de Barcelona,
segtin se indica en la Ley (5/1995) (21 de julio) de la Generali-
tat de Catalunya.

Preparacion de muestras

Las muestras sanguineas se recolectaron en el momento del
sacrificio en tubos con EDTA al 5%; el plasma se obtuvo por
centrifugacion y se conservé a -80 °C hasta su utilizacién. Los
higados de las ratas se extrajeron y perfundieron en tampén
150 mM NaCl, 1 mM DTT, 30 mM EDTA, 50 mM KH,PO,, pH
7,4, 0,5 g de tejido hepético de cada rata se homogenizé en el
mismo tampén para obtener la fraccion de sobrenadante pos-
nuclear, que se conservé a -80 °C hasta su utilizacion; se con-
gel6 10-100 mg de tejido hepético en N, liquido de forma in-
mediata y conservados a -80 °C, hasta su utilizacién para la
extraccién del ARN total. Dos muestras adicionales de tejido
hepético (250 mg) se conservaron a -80 °C para la cuantifica-
cién de los lipidos hepaticos y para la obtencién de los extrac-
tos nucleares y de proteina total.

Andlisis de lipidos, glucosa, insulina vy leptina

Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos, 4cidos
grasos libres (AGL) y glucosa se midieron mediante los ensa-
yos colorimétricos de Wako Chemicals GmbH (Neuss, West
Germany) Triglyceride L-Type, NEFAC y Glucose kit, respecti-
vamente. La concentracion plasmatica de insulina y de leptina
se determiné por radioinmunoanélisis (RIA) usando los kits
comerciales RPA547 de Amersham Biosciences Europe GMBH
y RL83K de Linco Research (Missouri, USA), respectivamente.
Los lipidos hepéticos se extrajeron y midieron segiin se descri-
be previamente’.

Ensayos enzimdticos

La actividad hepatica de betaoxidacién de acidos grasos se
determiné segtn el método descrito previamente!!, utilizando
30 ug del sobrenadante posnuclear como muestra.

Preparacion y andlisis del ARN
El ARN total se aisl6 mediante el reactivo Ultraspec (Bio-
tecx, Houston, USA), de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Los valores relativos de cada ARN especifico se de-
terminaron por la reaccién de la transcriptasa reversa-reac-
cién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), tal como se ha des-
crito previamente®. El ADNc monohebra se sintetizé a partir
de 1 ug de ARN total hepatico, utilizando como cebadores
125 ng de hexdmeros aleatorios y 200 U M-MLV-Reverse-
Transcriptase (RT) en un tamp6n 50 mM Tris-HCI (pH 8,3),
con 75 mM KCl, 3 mM MgClI2, 10 mM DTT, 20 U RnaseOut y
500 uM de cada ANTP en un volumen total de 20 ul. La reac-
cién de RT se realiz6 durante 60 min a 37 °C. La reaccién de
PCR se realizo utilizando una alicuota de 5 ul de la mezcla de
reaccién de RT, 0,5 ug de cada uno de los cebadores sentido y
antisentido, 200 uM dNTPs, 1 U Taq DNA polimerasa y 1,25
uCi a-[32P]-dATP en 20 mM Tris-HCI, pH 8,5, 2,5 mM Mg CI2
(volumen final de 50 ul). Para evitar anillamientos inespecifi-
cos, el ADNc y la Tag polimerasa los ANTPs se separaron de
los cebadores mediante un tapén de parafina. En la fase de
desnaturalizacion inicial, la parafina funde a 60 °C, lo que per-
mite la mezcla de los componentes de la reaccion. La reaccién
de PCR se realizé en un aparato MJ Research Thermocycler
equipado con un sistema Peltier y sonda de temperatura. Des-
pués de la desnaturalizacién de los cebadores y el ADNc a 94
°C durante 1 min, el programa ciclico se realizé como sigue:
92 °C durante 1 min, 60 °C (63 °C para SREBP-1C) durante 1
min y 15 s y 72 °C durante 1 min y 50 s. En el dltimo ciclo, se
realiz6 una extension final de 5 min a 72 °C. Para confirmar la
ausencia de contaminacién, en cada experimento se incluye-
ron controles negativos. Se han realizado experimentos preli-
minares para determinar las condiciones de amplificacion ex-
ponencial para todos los genes estudiados, calculando el rango
de nimero de ciclos entre los cuales se produce una relaciéon
linear entre el ARN incorporado y el producto final. Para el
conjunto de cebadores, se realiz6 una progresion de ciclos de
PCR (con el resto de las condiciones fijas), a fin de determinar
el namero 6ptimo de ciclos. El mismo procedimiento se sigui6
para determinar las concentraciones de ARN™. Se utiliz6 la
adenosina fosforribosil transferasa (APRT) como control inter-
no, coamplificando con las secuencias valoradas en el mismo
tubo, excepto en el caso de la 4cido graso sintasa (FAS), estea-
roil-CoA desaturasa-1 (SCD1), piruvato cinasa hepatica (LPK)
y la glucosa-6-fosfatasa (G6PC). Estas secuencias se amplifica-
ron en paralelo con APRT, en duplicado y en tubos separados.
El nimero de ciclos, las secuencias de los cebadores y los pro-
ductos resultantes de PCR se muestran en la tabla 1. Se some-
tieron 5 ul de cada mezcla de reaccion de PCR a electroforesis
al 5% en gel de poliacrilamida en 1xTBE. Los geles se secaron,
se autorradiografiaron en pelicula RX-OMAT S Kodak, y se
cuantificaron por rastreo video-densitométrico (programa
IMAT program, Servicios Cientifico Técnicos, Universidad de Bar-
celona). Los valores de ARNm siempre se expresaron en fun-
cién de su relacién con los valores de ARNm para APRT.

Aislamiento de los extractos nucleares

y de la proteina total

Los extractos nucleares se aislaron por el método de Hele-
nius®, con algunas modificaciones. Brevemente, los tejidos he-
paticos se pesaron y homogenizaron en un homogenizador Pot-
ter Elvehjem en 4 voltimenes (p/v) de tampén hipoténico que
contenfa 0,25 M sacarosa, 10 mM Hepes, pH 7,9, 10 mM KCl,
1,5 mM MgCl, y una mezcla de inhibidores de proteasas y fos-
fatasas (0,2 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 0,5 mM ditio-
treitol, 5 ug/ml aprotinina, 2 y/ml leupeptina, 100 mM NaF y 1
mM ortovanadato). Los homogenizados se incubaron en hielo
10 min y se centrifugaron a 25.000 x g durante 15 min. Los pe-
llets se lavaron con 4V del mismo tampdn hipoténico y se cen-
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Tabla 1. Oligonucleétidos especificos usados para la reaccion de PCR

N.° GenBank™ Secuencias especificas Producto de PCR (bp) Ciclos amplificacion

APRT L04970 Forward: 5-~AGCTTCCCGGACTTCCCCATC-3’

Reverse: 5-GACCACTTTCTGCCCCGGTTC-3’ 329 bp 23
ChREBP AB074517 Forward: 5-CCCGGATTCGGACTCGGATAC-3’

Reverse: 5-TGAGTGTCGGATCGATGCTGC-3’ 200 bp 23
FAS M76767 Forward: 5-GTCTGCAGCTACCCACCCGTG-3'

Reverse: 5-CTTCTCCAGGGTGGGGACCAG-3’ 214 bp 20
GK J04218 Forward: 5-~AGAAGGAGATGGACCGTGGCC-3’

Reverse: 5-TCCCTTCTGCTCCAGCGGCCT-3’ 421 bp 23
L-CPT-I L07736 Forward: 5-TATGTGAGGATGCTGCTT-3’

Reverse: 5-CTCGGAGAGCTAAGCTTG-3 629 bp 23
LPK M11709 Forward: 5-TATGGCGGACACCTTCCTGGA -3’

Reverse: 5-GCTGAGTGGGGAGGTTGCAAA-3 250 bp 23
PPARa M88592 Forward: 5-GGCTCGGAGGGCTCTGTCATC-3'

Reverse: 5~ACATGCACTGGCAGCAGTGGA-3’ 654 bp 23
SCD1 J02585 Forward: 5-GCTCATCGCTTGTGGAGCCCAC-3’

Reverse: 5-GGACCCCAGGGAAACCAGGAT-3' 521 bp 18
SREBP1C L16995 Forward: 5-TCACAGATCCAGCAGGTCCCC-3’

Reverse: 5-GGTCCCTCCACTCACCAGGGT-3’ 180 bp 23

trifugaron a 10.000 x g durante 10 min. Los pellets resultantes
se resuspendieron con 2 volimenes de tampén 20 mM Hepes,
pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 20 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 25% glice-
rol que contenia los mismos inhibidores de proteasas y fosfata-
sas antes mencionados. Posteriormente, se afiadié gota a gota
un volumen de tampén rico en sales (20 mM Hepes, pH 7,9, 1,5
mM MgCl,, 1,2 M KCl, 0,2 mM EDTA, 25% glicerol e inhibido-
res de proteasas y fosfatasas) y se mantuvo la suspensién en
agitacion durante 30 min. Tras centrifugacion a 25.000 x g du-
rante 30 min. Se guardaron los sobrenadantes a -80 °C hasta su
utilizacion. Todo el proceso se llevo a cabo a 4 °C. La proteina
posnuclear se obtuvo por homogeneizacién de 200 mg de tejido
hepético en un tampdn 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl,
| mM EDTA, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% Igepal, 0,1 pg/ml
acido ocadaico, 1 mM ortovanadato, 1 mM PMSF y 2 ug/ml
leupeptina. Los homogenizados se mantuvieron 30 min a 4 °C y
se centrifugaron a 15.000 x g durante 15 min a 4 °C. Los sobre-
nadantes se guardaron en alicuotas a -80 °C. La cuantificacién
de la concentracién proteica de cada fraccion se realizé me-
diante el método de Bradford™.

Ensayo de retardacion de la movilidad electroforética
(EMSA)

Las secuencias de los oligonucledtidos de doble cadena utili-
zadas fueron las siguientes: oligonucledtido concensus del fac-
tor nuclear kB (NFxB) 5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’
(Promega, Madison, USA); elemento de respuesta a PPAR
(PPRE situado en la posicién -266 /-290 del promotor del gen
de la L-CPTI) 5-AGTACGGGCATGGAGCAAAGAGCT-3. Se
marcaron radiactivamente los oligonucleétidos mediante la si-
guiente reaccion: 2 ul de cada oligonucleétido (1,75 pmol/ul),
2 ul del tampén cinasa 5, 5 U de la enzima T4 polinucleétido ci-
nasa y 3 ul de [y-32P] ATP (3000 Ci/mmol a 10 mCi/ml, Amers-
ham) incubado a 37 °C durante 2 h. La reaccién se par6 afia-
diendo 90 ul de tampén TE (10 mM Tris-HCI, pH 7,4 y 1 mM
EDTA). Para separar la sonda marcada del ATP no unido se
eluy6 la mezcla de reaccién en una columna Nick (Pharmacia,
Sant Cugat, Espaila) siguiendo las instrucciones del fabricante;
8 ug de extracto nuclear se incubaron durante 10 min en hielo
con el tampén de unién (10 mM Tris-HCI, pH 38,0,
25 mM KCl, 0,5 mM DTT, 0,1 mM EDTA, pH 8,0, 5% glicerol, 5
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mg/ml BSA y 50 ug/ml poly(dI-dC)) en un volumen final de 15
ul. La sonda marcada (aproximadamente 60.000 cpm) se afia-
di6 a la reaccién y se incub6 20 min a temperatura ambiente
(NF«B a 4 °C). En los ensayos de competicién se incub6 15
min en hielo con el oligonucledtido especifico no marcado an-
tes de afiadir la sonda marcada radiactivamente. En los ensa-
yos de superretardacion, los anticuerpos especificos se afiadie-
ron antes de la sonda marcada y se incubaron durante 30 min a
4 °C. Los complejos proteina-ADN se sometieron a electrofore-
sis a 4 °C en un gel de poliacrilamida del 5% y posteriormente
se realiz6 una autorradiografia. Los anticuerpos de PPARa,
RXRa, P65 y Oct-1 (octamer motif-1 transcription factor) se
obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Ensayos de Western blot

Treinta ug de sobrenadante posnuclear (para el precursor
de SREBPIc) o 40 pg de extracto nuclear (para PPARa,
SREBPI1c maduro y ChREBP) procedentes de higado de rata
se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS
al 10% (8% para SREBP1c). Posteriormente, las proteinas se
trasfirieron a una membrana Immobilon polyvinylidene di-
flouride (PVDF) (Millipore, a Bedford, MA) y se bloquearon
durante 1 h a temperatura ambiente con un 5% de leche en
polvo desnatada en TBS-0,1% Tween-20. Las membranas se
incubaron con los anticuerpos primarios: anti-PPARa (dilu-
ci6n 1:1000)", anti-SREBP1 (ambas formas a dilucién 1:200) y
anti-ChREBP (dilucién 1:500) en solucién de bloqueo a 4 °C
durante toda la noche. Seguidamente, y tras varios lavados, se
incubaron las membranas con los correspondientes anticuer-
pos secundarios (dilucién 1:3000). La detecciéon se realizé
usando el kit de quimiluminiscencia ECL de Amersham Bios-
ciences. Como control de carga se tifieron las membranas con
rojo Ponceau S'. El tamafio de las proteinas detectadas se es-
tima gracias a los marcadores de peso molecular (Invitrogen,
Life Technologies). Todos los anticuerpos son de Santa Cruz
Technologies.

Coinmunoprecipitacion
Cincuenta ug de extracto nuclear se incubaron con 4 ug de
anticuerpo anti-p65 en un volumen final de 0,5 ml en tamp6n
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Tabla 2. Analisis de lipidos, glucosa, insulina y leptina. Valores de ingesta, bebida y peso corporal

Control Fructosa Glucosa
Triglicéridos (mg/dl) 101 + 13 190 + 482 90,8 + 24
Triglicéridos hepaticos (mg TG/g prot) 33,5+5,1 61,2 +19,2° 433+6,2
Leptina (ng/ml) 1,44 £0,2 3,45 £ 1,66 1,98 £ 0,83
Glucosa (mg/dl) 124 + 15 130+ 14 132 +22
Insulina (ng/ml) 2,41+ 0,65 2,15+ 0,64 1,90 + 0,61
AGL (umol/l) 365 + 50 428 + 94 526 + 102¢
Ingesta (ABC) (g/14 dias/jaula) 633 +33 551 +17° 496 + 432
Bebida (ABC) (ml/14 dias/jaula) 779 + 119 1.896 + 332° 1.899 + 3240
Peso final (ABC) (g/14 dias/rata) 3.568 + 151 3.556 + 180 3.460 + 138

Resultados expresados como media + desviacion estandar para n= 6 animales por grupo de tratamiento. La ingesta y la bebida se expresan como la
media + desviacién estandar por jaula de 2 animales. *p < 0,01; ®p < 0,001;p < 0,05.

PBS (10 mM) y 2% de albimina (BSA) durante 6 h a 4 °C. Los
inmunocomplejos se obtuvieron incubando las muestras con
una suspension de proteina A-agarosa (Santa Cruz Biotechno-
logy) toda la noche a 4 °C y en agitacién constante. Los pellets
de proteina A-agarosa se recogieron tras centrifugarlos y se la-
varon 3 veces con PBS e inhibidores de proteasas. Tras la ulti-
ma centrifugacion los pellets se resuspendieron con 60 ul de
tamp6n de carga y se hirvieron a 100 °C durante 5 min. Una
alicuota del sobrenadante se sometié a electroforesis al 10%
SDS y se prosigui6 con el Western blot usando como anticuer-
po primario el anti-PPARG.

Estadistica

Los resultados se expresan como la media + desviacion es-
tandar. Las muestras de plasma se analizaron por duplicado.
Las diferencias estadisticamente significativas se valoraron
mediante la prueba de la t de Student para muestras no apa-
readas o la prueba de ANOVA (con anélisis a posteriori), usan-
do el programa informatico GraphPad InStat (GraphPad Soft-
ware V2.03). Cuando el niimero de muestras era pequefio o las
varianzas eran no homogéneas se aplicé una prueba no para-
métrica (prueba de Mann-Whitney o de Kruskal-Wallis). Se
consider6 significacién estadistica un valor de p < 0,05.

Resultados

Las ratas alimentadas con fructosa son hipertri-
gliceridémicas e hiperleptinémicas y muestran es-
teatosis hepética en comparacién a las ratas ali-
mentadas con glucosa, aun consumiendo la misma
cantidad de energfa. Tras 14 dfas de ingestion de
hidratos de carbono, las ratas alimentadas con
fructosa mostraron un incremento de 1,9 y 2,4 ve-
ces en los valores de triglicéridos y leptina plasma-
ticos, respectivamente. El contenido hepatico de
triglicéridos también se vio incrementado en estos
animales (1,8 veces respecto a los animales con-
trol). La administracién de glucosa al 10% en el
agua de bebida no produjo estos incrementos. No
obstante, ambos grupos de animales consumieron
cantidades similares de dieta (13% menos de inges-
ta las ratas fructosa y el 22% menos las ratas gluco-
sa frente a control) y de agua rica en hidratos de
carbono (2,4 veces mas en los dos grupos de ani-

males frente a grupo control). Ni el peso final de
los animales, ni los valores de insulina y glucosa
plasmaticos se modificaron en ningdn grupo de es-
tudio; sélo la administracién de glucosa provocd
un incremento en los valores de AGL que fue de 1,4
veces (tabla 2).

La fructosa y la glucosa producen cambios simi-
lares en factores de trascripcion hepaticos que con-
trolan la sintesis de acidos grasos. Los valores de
ARNm para SCD1, enzima que controla la biosin-
tesis hepéatica de ésteres de colesterol y triglicéri-
dos', se vieron incrementados 4 y 5,1 veces en los
animales a los que se administré fructosa y gluco-
sa, respectivamente, respecto a los animales del
grupo control. El ARNm de FAS, enzima que regu-
la la sintesis de acidos grasos saturados'd, se vio in-
crementado tanto en los animales tratados con
fructosa como glucosa frente al grupo control (4,4
y 2,5 veces, respectivamente) (fig. 1A y B). Sin em-
bargo, los valores de ARNm y proteina de
SREBPIc, factor de transcripcién clave en el con-
trol de la sintesis de acidos grasos en el higado'®,
no se modificaron en ningtin grupo de tratamiento
(fig. 1C y D). Los valores de ARNm de GK (glucoci-
nasa), gen regulado directamente por SREBP1c?,
tampoco se vieron modificados tras la ingesta de
hidratos de carbono (fig. 1E). Por el contrario, la
expresion de ChREBP, otro factor de transcripcién
implicado directamente en la regulacién transcrip-
cional de genes lipogénicos por hidratos de carbo-
no en el higado', se incremento6 tras la administra-
ci6on de fructosa y glucosa, asi como los niveles de
ARNm de LPK, gen regulado directamente por Ch-
REBP?, que incrementaron 2 veces en los animales
a los que se administré fructosa y 3,5 veces en los
tratados con glucosa con respecto las ratas control
(fig. 2A y B). La activaci6n transcripcional de Ch-
REBP producida por los 2 hidratos de carbono in-
crement6 de forma similar la expresién hepatica de
genes lipogénicos tras el tratamiento; no obstante,
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Figura 1. Niveles de expresion de enzimas clave implicadas en la sintesis de acidos grasos y SREBP tras la administracién de hidra-
tos de carbono. A: niveles relativos de ARNm para el gen scd! en muestras hepaticas de animales control (CTR) y animales trata-
dos con fructosa (FRC) y con glucosa (GLC). Los resultados corresponden a la media + desviacién estdndar para n = 6 animales
por grupo de tratamiento. A la derecha del gréfico se muestra una autorradiografia representativa de la determinacién por RT-PCR
para 3 animales CTR y 3 animales tratados con FRC y GLC. B: niveles relativos de ARNm para el gen fas en muestras hepaticas de
animales CTR y animales tratados con FRC y GLC. Los resultados corresponden a la media + desviacién estandar para n = 6 ani-
males por grupo de tratamiento. A la derecha del grafico se muestra una autorradiografia representativa de la determinacién por
RT-PCR para 3 animales control y 3 animales tratados con FRC y GLC. C: niveles relativos de ARNm para el gen srebp-1c en mues-
tras hepaticas de animales CTR y animales tratados con FRC y GLC. Los resultados corresponden a la media + desviacién estandar
para n = 6 animales por grupo de tratamiento. D: niveles de proteina SREBP-1c, forma precursora (125 KD) y forma madura (68
KD), en muestras hepaticas de animales CTR y animales tratados con FRC y GLC. E: niveles relativos de ARNm para el gen gk en
muestras hepaticas de animales CTR y animales tratados con FRC y GLC. Los resultados corresponden a la media + desviacion es-
tandar para n = 6 animales por grupo de tratamiento. Todos los resultados estdn expresados en unidades arbitrarias. #p < 0,001.
bp < 0,01. °p < 0,05. f.i.: fold induction .
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Figura 2. Niveles de expresion hepatica de ChREBP y LPK tras la administracién de hidratos de carbono. A: niveles relativos de
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glucosa (GLC). Los resultados corresponden a la media + desviacién estandar para n = 6 animales por grupo de tratamiento. En la
parte superior del grafico derecho se muestra una autorradiografia representativa de la determinacién, por Western blot, de los va-
lores de proteina para 3 animales de cada grupo de tratamiento. B: niveles relativos de ARNm para el gen Ipk en muestras hepati-
cas de animales CTR y animales tratados con FRC y GLC. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar para n = 6
animales por grupo de tratamiento. En la parte derecha del grafico se muestra una autorradiografia representativa de la determi-
nacién, por RT-PCR, para 3 animales de cada grupo de tratamiento. Todos los resultados estéan expresados en unidades arbitrarias.

*p < 0,05. °p < 0,01. £.i.: fold induction.

sdlo los animales tratados con fructosa mostraron
hipertrigliceridemia y esteatosis hepatica (tabla 2).

La administracién de fructosa produce una mar-
cada reduccién de la actividad de betaoxidacién
hepatica de 4cidos grasos por disminucién de la
actividad transcripcional de PPARc. La administra-
cién de fructosa al 10% en el agua de bebida pro-
dujo una marcada reduccién de los valores de
ARNm de PPARa (46%) y de L-CPT-I (73%). Estos
cambios no se observaron en los animales que be-
bieron glucosa (fig. 3A y B). Como consecuencia de
ello, la actividad de betaoxidacién hepatica de los
acidos grasos disminuy6 un 48% en el grupo trata-
do con fructosa frente al grupo control (fig. 4A).
Cuando se determinaron los valores hepéticos de

proteina PPARa no se observaron diferencias entre
los animales tratados con fructosa y los controles,
lo que sugiere un déficit en la actividad transcrip-
cional de PPARo, pero no en su expresion hepatica
(fig. 4B). Por ello se determiné la actividad de
unién de extractos nucleares de ratas control y ra-
tas tratadas con fructosa a un oligonucleétido
PPRE presente en la regién promotora del gen de
la L-CPT-I. Tal y como se puede observar en la figu-
ra 4C, aparecen 3 bandas de uni6n especificas (I, IT
y IIT) que en presencia de un exceso de sonda no
marcada desaparecen (I, II, III) o se retardan al in-
cubar con un anticuerpo anti-PPARo (banda II,
ITI); concretamente, la intensidad de la banda II se
redujo un 64% y la banda IIT un 43% en los anima-
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Figura 3. Determinacion de los valores de ARNm para PPARo y L-CPT-I en higado de ratas alimentadas con hidratos de carbono.
A: niveles relativos de ARNm para el gen ppara en muestras hepaticas de animales control (CTR) y animales tratados con fructosa
(FRC) y con glucosa (GLC). Los resultados corresponden a la media = desviacién estandar para n = 6 animales por grupo de trata-
miento. En la parte derecha del grafico se muestra una autorradiografia representativa de la determinacién, por RT-PCR, para 3
animales de cada grupo de tratamiento. B: niveles relativos de ARNm para el gen l-cpt-I en muestras hepaticas de animales CTR y
animales tratados con FRC y con GLC. Los resultados corresponden a la media + desviacién estandar para n = 6 animales por gru-
po de tratamiento. En la parte derecha del grafico se muestra una autorradiografia representativa de la determinacion, por RT-
PCR, para 3 animales de cada grupo de tratamiento. Todos los resultados estan expresados en unidades arbitrarias y se han nor-
malizado por los valores de ARNm del gen control aprt. “p < 0,01.

les tratados con fructosa, confirmando que ésta es
capaz de reducir la actividad trascripcional de PPA-
Ra en el higado (fig. 4C y D).

La fructosa produce una reduccién de la activi-
dad transrepresora de PPARa. en el higado. El PPARa.
también puede unirse fisicamente a diferentes fac-
tores de trascripcion y reprimir su actividad trans-
cripcional. El mecanismo de transrepresion impli-
ca una accién bidireccional entre PPARa y otros
factores de transcripcion??. Por ello, en nuestro es-
tudio quisimos determinar si la administracién de
fructosa disminuia la actividad transrepresora de
PPARq, y valorar la interaccion fisiolégica entre
PPARa y el factor de transcripcion NF-kB en ex-
tracto nuclear de tejido hepatico; el NF-kB es una
conocida diana de la actividad transrepresora de
PPARa??. Se realizaron estudios de coinmunopreci-
pitacién (fig. 5A) que mostraron una unién de PPA-
Ra a p65 (uno de los componentes principales de
NF-kB) menor en las ratas tratadas con fructosa

8 Clin Invest Arterioscl. 2007;19(1):1-12

que en los animales control, lo que indica que la
fructosa reduce la actividad transrepresora de PPA-
Ra. Al analizar la capacidad de unién de los extrac-
tos nucleares a un elemento de respuesta a NF-kB,
aparecieron 2 bandas especificas (I y II) que, en
presencia de un exceso de sonda no marcada, desa-
parecen. Asimismo, al incubar con un anticuerpo
anti-p65 la banda I desaparece parcialmente (fig.
5B); concretamente, la intensidad de esta banda I
se increment6 un 30% en los extractos nucleares de
los animales tratados con fructosa frente a los con-
trol, lo que sugiere que la activacién de NF-kB por
parte de la fructosa se debe a una reduccién de la
actividad transrepresora de PPARa en el higado.
Estos resultados no se observaron en las ratas tra-
tadas con glucosa (resultados no mostrados).

Discusién
Estudios previos realizados por nuestro grupo
de investigacién mostraron que la administracién
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Figura 4. Efecto de la fructosa sobre la oxidacién hepatica de los 4cidos grasos y la actividad de unién PPARa. A: actividad de beta-
oxidacion de los dcidos grasos expresada en nmol de palmitoil-CoA oxidado/min/mig de sobrenadante posnuclear, en higado de ra-
tas control (CTR) y ratas tratadas con fructosa (FRC). Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar para n = 6
animales por grupo de tratamiento. B: niveles relativos de proteina PPARo. en muestras hepéticas de animales y tratados con FRC.
Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar para n = 6 animales por grupo de tratamiento. A la derecha del gra-
fico se muestra una autorradiografia representativa de la determinacién, por Western blot, de los valores de proteina para 3 anima-
les de cada grupo de tratamiento. C: ensayo de EMSA donde se muestra la capacidad de unién de los extractos nucleares hepaticos
de un animal control al oligonucle6tido PPRE, formando 3 bandas especificas de unién (I, IT y IIT). El anticuerpo anti-Oct-I se us6
para demostrar que los cambios observados tras la incubacién con sonda fria, anticuerpo anti-PPARa y anti-RXR no eran interfe-
rencias inespecificas. D: autorradiografia representativa del ensayo de EMSA para 4 animales CTR y 4 tratados con FRC donde se
muestran las 3 bandas especificas de unién PPRE-extracto nuclear. A la derecha, grafico con la cuantificacién, en unidades arbi-
trarias, de la intensidad de cada una de las bandas. Los resultados corresponden a la media + desviacion estandar para n = 6 ani-
males por grupo de tratamiento. *p < 0,001. bp < 0,01. °p < 0,05.
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diografia representativa del Western blot para 3 animales por grupo de tratamiento. B: ensayo de EMSA donde se muestra la capa-
cidad de unién de los extractos nucleares hepaticos de un animal control al oligonucle6tido NF-kB, formando dos bandas especifi-
cas de union (I y IT). El anticuerpo anti-Oct-I se us6 para demostrar que los cambios observados tras la incubacién con sonda fria y
anticuerpo anti-p65 no eran interferencias inespecificas. C: autorradiografia representativa del ensayo de EMSA para 4 animales
control y 4 tratados con fructosa donde se muestran las 2 bandas especificas de unién NF-kB-extracto nuclear. A la derecha, grafi-
co con la cuantificacién, en unidades arbitrarias, de la intensidad de cada una de las bandas. Los resultados corresponden a la me-

dia + desviaci6n estdndar para n = 6 animales por grupo de tratamiento. “p < 0,05.

de fructosa al 10% en el agua de bebida producia,
en la rata, una reduccién de los valores de ARNm
de PPARa y L-CPT-I hepaticos y de la actividad de
betaoxidacién de los acidos grasos’. El presente es-
tudio nos ha permitido confirmar los resultados
previos y profundizar sobre los posibles mecanis-
mos mediante los cuales la fructosa modifica la ex-
presién hepatica de PPARa.

Hemos demostrado que la administraciéon de
fructosa reduce la actividad de transactivacién y
transrepresion de PPAR« sin modificar su conteni-

10 Clin Invest Arterioscl. 2007;19(1):1-12

do proteico hepatico. Como resultado de esta re-
duccién en la actividad transcripcional de PPARa,
los valores de ARNm de sus genes diana, L-CPT-1?
y el mismo PPARa?, se redujeron. En el caso de L-
CPT-I, la reduccién del ARNm posiblemente esta
relacionada con la reduccién de los valores de enzi-
ma activa y de la oxidacién mitocondrial de los 4ci-
dos grasos, proceso catabdlico directamente con-
trolado por L-CPT-I®. La acumulacién de é4cidos
grasos no metabolizados en el higado (ligandos na-
turales de PPAR«)? es probablemente causante de
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los valores constantes de proteina PPARa que se
observan en los higados de las ratas tratadas con
fructosa, a pesar de la reduccién de los valores de
ARNm de este gen, dado que el receptor PPARa se
estabiliza mediante uni6n al ligando®.

La glucosa, a altas concentraciones, regula ne-
gativamente la expresion de PPARa en células pan-
creéticas-p aisladas?’. Es posible que los diferentes
efectos producidos por los 2 hidratos de carbono
sobre el PPARa en el higado sean un fenémeno far-
macocinético debido a la diferente distribucién
corporal y de utilizacién que tienen la fructosa y la
glucosa. Mientras la glucosa es usada en distintos
tejidos extrahepéticos como fuente de energia, in-
cluidos el cerebro y el musculo esquelético, la fruc-
tosa es utilizada casi exclusivamente en el higado®,
hecho que conlleva un mayor metabolismo hepati-
co de la fructosa frente al de la glucosa en este teji-
do. En concordancia, sélo los animales alimenta-
dos con glucosa mostraron un incremento de los
valores de AGL plasmaticos, probablemente debi-
do a un cambio en el consumo de acidos grasos
por glucosa como fuente de energia en musculo es-
quelético, principal tejido consumidor de acidos
grasos.

Nuestros resultados muestran que la administra-
cién de fructosa y glucosa en el agua de bebida
produce incrementos similares en la expresién de
enzimas implicadas en la sintesis de acidos grasos
y de ChREBP. Esto estd en concordancia con otros
estudios previos que muestran un incremento en la
sintesis de novo de triglicéridos VLDL en ratas ali-
mentadas con fructosa o glucosa en el agua de be-
bida®. Asi, el hecho de que sélo los animales que
consumieron fructosa presenten hipertrigliceride-
mia y esteatosis hepatica podria atribuirse a la dis-
minucién de la oxidacién hepatica de los 4cidos
grasos debida al déficit de actividad PPARa. En si-
tuaciones experimentales similares, la reduccién
de la expresiéon de PPAR0?* o de su actividad
transcripcional®! estd estrechamente asociada a un
incremento de los triglicéridos hepaticos y a hiper-
trigliceridemia.

La hiperglucemia sostenida promueve el estrés
oxidativo y la activacién de factores de transcrip-
cién proinflamatorios como el NF-kB en células
mononucleares®. El consumo de altas cantidades
de fructosa (60% p/v en la dieta) también induce al
estrés hepatico y de otros tejidos junto con la resis-
tencia a la insulina y la desregulacién del metabo-
lismo lipidico®. Nuestros resultados indican que la
ingesta de fructosa, en ausencia de resistencia a la
insulina, es también capaz de producir estrés hepa-
tico mediante el incremento de la actividad NF-xB.

Esta respuesta es consecuencia de la disminucién
en la actividad transrepresora de PPARa producida
por la administracién del hidrato de carbono.

En las dltimas décadas se viene observando una
tendencia por parte de la poblacién a aumentar el
consumo energético, en forma de dietas hipercal6-
ricas, ricas en fructosa. Este incremento coincide
con una mayor prevalencia de obesidad y sindrome
metabolico’. Ademés, la fructosa administrada en
forma liquida produce una hipertrigliceridemia
mayor que cuando se administra en forma de dieta
sélida'®. Un incremento del 10% en la ingesta de
energia, en forma de hidratos de carbono, no pare-
ce ser suficiente para inducir hipertrigliceridemia a
no ser que se administre en forma liquida rica en
monosacaridos!®*. En una revisién reciente de
Bray et al® se muestra que en modelos de roedor
con obesidad y resistencia a la insulina, el consu-
mo de fructosa en el agua de bebida induce al de-
seo de seguir consumiendo bebidas edulcoradas,
reduciendo de forma insuficiente la ingesta de co-
mida sélida, produciendo asi un balance calérico
positivo y el desarrollo de obesidad. En el presente
trabajo, tras 14 dias de tratamiento, las ratas que
consumieron fructosa no mostraron modificacio-
nes en el incremento de su peso corporal con res-
pecto a las ratas control, posiblemente por la corta
duracién del experimento; sin embargo, las ratas a
las que se administré fructosa comieron menos
dieta solida (13%) que las tratadas con glucosa
(22%), respecto los animales control, aun bebiendo
la misma cantidad de hidratos de carbono. Nues-
tros resultados indican que esta situacién podria
explicarse por un estado de resistencia a la leptina
producido por la administracién de fructosa, ya
que los valores plasmaticos de esta hormona se vie-
ron fuertemente incrementados en el grupo fructo-
sa con respecto el grupo control. Esto nos lleva a
pensar que estos cambios observados tras la admi-
nistracién de fructosa en rata serfan previos a la
aparicion de obesidad y resistencia a la insulina, lo
que sugiere que el higado es un 6rgano clave en el
desarrollo de las alteraciones metabélicas produci-
das por el consumo de fructosa.
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