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RESUMEN 

El desajuste de la homeostasis del estado redox, la sobre-expresión de factores de 

transcripción de enzimas lipogénicas inducidos por el aumento del consumo de precursores 

lipogénicos contenidos en bebidas endulzadas son determinantes para el desarrollo del 

hígado graso no alcohólico. 

El presente estudio evalúa la acción de  nicotinamida  (NAM) sobre la actividad de 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en un modelo experimental de esteatosis 

hepática no alcohólica inducida con glucosa ó fructosa al 30%. Ratas macho distribuidas en 

6 grupos fueron sujetas a los siguientes tratamientos: 1) Control; 2) Glucosa; 3) 

Glucosa+NAM 0.06%; 4) Glucosa+NAM 0.12%; 5) Fructosa; 6) Fructosa+NAM 0.12%. 

Los carbohidratos fueron administrados en el agua de beber ad libitum por 12 semanas. El 

tratamiento de NAM inició 30 días posteriores a la administración de los carbohidratos por 

5 horas durante las siguientes 8 semanas. Los parámetros evaluados fueron: perfil 

bioquímico, actividad, expresión y cantidad de G6PD, marcadores de estrés como glutatión 

reducido/glutatión oxidado (GSH/GSSG), dinucleotido de nicotinamida adenina (fosfato) 

reducido en relación a su respectiva forma oxidada [NAD(P)H/NAD(P)], sustancias 

reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS). Así como, la concentración del factor de 

necrosis tumoral  (TNF α), el mRNA de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y análisis 

histológico. Los resultados demostraron  que el consumo crónico de glucosa ó fructosa 

provoca ganancia de peso corporal, aumento de glucosa, insulina, triacilgliceroles, ácidos 

grasos libres, transaminasas y TBARS en suero. A nivel hepático se incrementó actividad, 

expresión y cantidad de G6PD; así como las concentraciones de  GSSG y TBARS junto 

con decremento de GSH/GSSG. Todas éstas alteraciones  fueron prevenidas por NAM; a 
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través de disminuir el aumento de la actividad de G6PD junto con NADPH/NADP+ y 

aumentar GSH/GSSG, disminuyendo la esteatosis hepática. 

 

ABSTRACT 

The disruption of redox state homeostasis, the overexpression of lipogenic transcription 

factors and enzymes induced by the increase in the consumption of lipogenic precursors 

contained in sweetened beverages are determinants of the development of nonalcoholic 

fatty liver disease.  

This study evaluated the action of nicotinamide (NAM) on the expression of glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) and redox, oxidative, and inflammatory states in a model 

of nonalcoholic hepatic steatosis induced by high and chronic consumption of 

carbohydrates. Male rats were provided drinking water with 30% glucose or fructose ad 

libitum for 12 weeks. Additionally, 30 days after the beginning of carbohydrate 

administration, some rats were simultaneously provided with water containing 0.06% or 

0.12% NAM for 5 h daily over the next 8 weeks. Biochemical profiles and expression 

levels of G6PD, tumor necrosis factor α (TNF α), and NADPH oxidase 4 (NOX4) were 

evaluated together with glutathione/glutathione disulfide (GSH/GSSG) and reduced 

nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate)/nicotinamide adenine dinucleotide 

(phosphate) [NAD(P)H/NAD(P)] ratios and thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS). The results showed that hepatic steatosis induced by the chronic consumption of 

glucose or fructose was associated with body weight gain and increased levels of serum 

glucose, insulin, triacylglycerols, free fatty acids, transaminases, and TBARS. In the liver, 

the expression and activity of G6PD increased along with the GSSG, TBARS, and TG 
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concentrations. These alterations were reduced by NAM treatment through the attenuation 

of increases in G6PD expression and activity and in the NADPH/NADP+ ratio, thereby 

slowing liver steatosis. NAM prevents redox, oxidative, and inflammatory alterations 

induced by high carbohydrate consumption. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Enfermedad del hígado graso no alcohólico 

1.1.1. Definición y prevalencia 

La enfermedad del hígado graso no alcohólico (EHGNA) es un término general utilizado 

para describir una gama de trastornos relacionados (Cohen et al., 2011). La etapa más 

temprana es la esteatosis hepática, que se caracteriza por depósitos de triacilgliceroles (TG) 

como gotas de lípidos en el citoplasma de los hepatocitos. La esteatosis hepática se define 

como la presencia de gotas de TG en citoplasma en más del 5% de los hepatocitos como 

resultado de un desequilibrio entre la entrada y salida de lípidos (Koo, 2013; Berlanga et 

al., 2014). Los TG se acumulan en forma de vacuolas lipídicas de tipo micro y 

macrovesicular (vacuola grande que desplaza el núcleo hacia la periferia celular) (Haque y 

Sanyal, 2002). La esteatosis hepática a menudo es benigna, asintomática y auto-limitada, 

pero puede progresar a esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). En etapas finales de la 

esteatosis, la acumulación de TG hepática induce lipotoxicidad, estrés del retículo 

endoplásmico, disfunción mitocondrial e inflamación originando la fibrosis, característica 

distintiva de la EHNA (Neuschwander-Tetri, 2010; Ramadori et al., 2015). La EHNA se 

distingue de la esteatosis simple por la presencia de lesión del hepatocito (degeneración 

balonizante y muerte celular), un infiltrado inflamatorio, y/o depósitos de colágeno 

(fibrosis). La presencia de fibrosis se presenta principalmente en zonas peri-venosa y peri-

sinusoidales en la zona 3 del acino hepático distorsionando la arquitectura hepática (Contos 

y Sanyal, 2002). La EHNA a su vez, puede progresar a cirrosis; entre el 10 y el 29% de las 

personas con EHNA desarrollan cirrosis dentro de los 10 años. En la cirrosis, los 

hepatocitos se reemplazan por tejido cicatrizante compuesto principalmente de colágeno 

tipo 1, producido por células especializadas llamadas células estrelladas o estelares, que son 

activadas por lesión hepática y tienen una función clave en la regeneración hepática. La 

cirrosis puede finalmente progresar a cáncer de hígado; 4 a 27% de las personas con 

cirrosis inducida por EHNA desarrollan carcinoma hepatocelular. El contenido hepático de 

TG puede cuantificarse por medio de métodos no invasivos como los de captura de 

imágenes, pero se requieren biopsias hepáticas para determinar la etapa de EHGNA. 
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Los factores que promueven la acumulación de TG en el hígado y la transición de esteatosis 

a la esteatohepatitis y cirrosis en humanos no han sido claramente definidos. Sin embargo 

los modelos experimentales que recapitulan ciertas características de la enfermedad humana 

han proporcionado posibles mecanismos patológicos que contribuyen a su desarrollo. La 

EHGNA se considera como un problema de salud pública de emergencia en el mundo, con 

una prevalencia del 25.24% de la población general (Younossi et al., 2016). Con respecto a  

la comunidad hispana, los de origen mexicano tienen una alta prevalencia de la enfermedad 

de un 33% (Younossi et al., 2017). Un estudio  multicéntrico que utilizó resonancia 

magnética para el diagnóstico de esteatosis encontró una prevalencia de esteatosis del 45% 

en población hispana, siendo la incidencia de EHGNA del 14 % en población adulta en la 

Ciudad de México  (Browning et al., 2004). Por otra parte, en México, en el estudio 

realizado en  pacientes con síndrome metabólico (SM), 122 varones (63.2%) y 71 mujeres 

(36.8%), se encontró una prevalencia de  EHGNA del 82.9% en sus diferentes estadios, 

siendo mayor en hombres (86.9%) que en mujeres (76.1%). En otro grupo de estudio, la 

mayor proporción de los pacientes presentaron una severidad leve (52.3%) o moderada 

(22.3%) del hígado graso detectado por ultrasonido, solo el 8.3 % tuvieron un grado grave 

(Castro et al., 2014). 

 

1.1.2. Fisiopatología y diagnóstico de EHGNA 

La fisiopatología de EHGNA más común se  basa en la teoría del “doble golpe”; la 

esteatosis representa el primer golpe, la cual sensibiliza el hígado para un daño mediado por 

un “segundo golpe” en la cual hay una secreción de adipocinas proinflamatorias y 

protrombóticas que reducen la producción de adiponectina, la cual es un potente agente 

antiinflamatorio y sensibilizador de insulina (Pagano et al.,  2005). 

La resistencia a la insulina (RI) se considera el factor fisiopatológico individual más 

importante en el desarrollo de la esteatosis (Charlton et al., 2002; Pagano et al., 2002; 

Sanyal, 2001). De no adaptarse a esta condición, el hepatocito se vuelve disfuncional 

pudiendo producirse muerte celular por necrosis o apoptosis y el subsiguiente fallo hepático 

(Chitturi y Farrell, 2001; James y Day, 1999). Si se adapta el hepatocito preserva su 
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viabilidad funcional, pero queda vulnerable ante aquellos estímulos que desencadenan una 

respuesta inflamatoria y muerte celular (Day y James, 1998). 

En el segundo impacto pueden verse implicados factores autocrinos, paracrinos y 

endocrinos capaces de desencadenar estrés oxidativo, peroxidación lipídica (Sanyal, 2001), 

producción anormal de citocinas, desórdenes en el metabolismo de ácidos grasos y 

disfunción mitocondrial (James y Day, 1999). La inflamación crónica hepática puede 

provocar además, un aumento en la concentración de mediadores proinflamatorios, que 

activan de forma paracrina la fibrogénesis en las células estelares (Oneta y Dufour, 2002; 

Harrison et al., 2002). 

El paciente con EHGNA es diagnosticado a partir de hallazgos incidentales en anomalías 

de estudio de laboratorio, generalmente aumento de 2 a 4 veces de alanino aminotransferasa 

(ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) séricas. El ultrasonido tiene una alta sensibilidad 

y especificidad para la detección de esteatosis moderada a severa del 89-93% (Ratziu et al., 

2002). El grado de esteatosis se basa en la evaluación de la ecogenicidad: grado cero, 

ecogenicidad normal; grado 1, aumento ligero y difuso de la ecogenicidad del parénquima 

hepático con visualización del diafragma y los bordes de la vasculatura hepática; grado 2 

aumento marcado de la ecogenicidad con pobre visualización de los bordes de los vasos 

intrahepáticos. Sin embargo, el ultrasonido no es útil para identificar la esteatohepatitis o el 

grado de fibrosis (Roldan-Valadez et al., 2008). El mejor método de imagen para detectar y 

cuantificar el grado de esteatosis es la resonancia magnética. Para detectar el grado de 

fibrosis se recurre a la elastografía (Fibroscan),  un método no invasivo,  que calcula el 

grado de fibrosis con base a la velocidad de propagación de las ondas registradas. Sin 

embargo, la biopsia hepática es el único estudio que permite el diagnóstico certero del 

estado de la EHGNA por lo que continúa siendo el estándar de oro en el diagnóstico de esta 

patología (Adams et al., 2005). 

 

1.1.3. Lipogénesis de novo hepática 

La lipogénesis de novo es la vía que permite la conversión y almacenamiento de 

carbohidratos en ácidos grasos. Esta ruta biosintética se lleva a cabo en el citosol de 

hepatocitos y adipocitos cuando hay exceso de acetil-CoA. Las enzimas más importantes 
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que participan en la síntesis de ácidos grasos de novo son: la acetil CoA carboxilasa (ACC), 

la sintasa de ácidos grasos (AGS), la enzima de elongación de ácidos grasos de cadena 

larga 6 y la estearil-CoA desaturasa 1 (Bianchi et al., 1990). A su vez, la expresión de 

enzimas de esta vía metabólica es regulada por 2 factores de transcripción: la proteína de 

unión al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) y la proteína de unión al 

elemento de respuesta a esteroles 1c (SREBP-1c). 

La expresión de ChREBP es inducida por una dieta alta en carbohidratos (Dentin et al., 

2005), está reportado que los intermediarios de la vía glucolítica, la vía de las pentosas y la 

insulina juegan un papel importante en su regulación (Sirek et al., 2009; Arden et al., 2012). 

Por ejemplo, los ratones knock-out del receptor de insulina muestran aumento en la 

expresión de ChREBP después de la alimentación ad libitum (Haas et al., 2012). En el caso 

de SREBP, el cual posee 3 isoformas: 1a, 1c y 2. La SREBP-1c promueve la expresión de 

enzimas lipogénicas cuando el blanco mecánico del complejo de rapamicina 1 (mTORc1) 

es activado por la presencia de carbohidratos o por la señalización de insulina. En este 

contexto, fructosa induce el aumento de los niveles del mRNA de SREBP-1c y en 

consecuencia los mRNA de las enzimas lipogénicas. Por otro lado, la unión de la insulina a 

su receptor activa la vía fosfatidil-inositol 3 cinasa/proteína cinasa B que resulta en la 

activación proteolítica de SREBP-1c y su liberación en el aparato de Golgi.  

La lipogénesis de novo incrementa por disponibilidad de sustratos lipogénicos generados 

durante el catabolismo de carbohidratos y por el efecto estimulante de la insulina. Tres 

residuos de acil-CoA de los ácidos grasos recién sintetizados se esterifican secuencialmente 

al glicerol por acción de  tres tipos de transferasas (glicerol fosfato aciltransferasa, 

acilglicerolfosfato aciltransferasa, diacilglicerol fosfato aciltransferasa),  para construir los 

TG. Posteriormente, los TG son ensamblados a la apoB en el retículo endoplásmico por la 

proteína de transferencia microsomal para la formación de lipoproteínas de muy baja 

densidad (VLDL), donde la insulina actúa como regulador del ensamblaje y su secreción en 

forma de lipoproteína.  
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1.1.4. Resistencia a la insulina periférica 

La RI es el desajuste en la capacidad de insulina para regular el metabolismo de la glucosa 

y los lípidos, el cual es un defecto temprano y crucial asociado con la obesidad y diabetes 

tipo 2 (DT2) (Giugliano et al., 2008; Greenfield y Campbell, 2004;  Weiss, 2007). La 

etiología de la RI no se conoce completamente, pero se ha demostrado que hay una fuerte 

asociación entre la RI y un exceso en la acumulación de lípidos, fuera del tejido adiposo, 

particularmente en el músculo y el hígado (Greenfield y Campbell, 2004; Blaak, 2005; 

Noto  et al., 2006). En esta condición, la glucosa postprandial no retorna a concentraciones 

normales promoviendo una mayor producción de insulina. 

En el tejido adiposo, la insulina frena la lipólisis de los TG almacenados al provocar la 

inactivación de la lipasa sensible a hormonas (HSL) (Jaworski et al., 2007), aumenta la 

entrada de glucosa y su oxidación glucolítica, que proporciona glicerol 3-fosfato y activa a 

la lipoproteína lipasa (LPL) (Jaworski et al., 2007), del endotelio vascular que rompe los 

TG en los quilomicrones (QM) y en las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), 

liberando los ácidos grasos que entran por difusión al adipocito. 

En el músculo esquelético y cardiaco, la insulina incrementa la entrada de glucosa, debido a 

que promueve la translocación de los transportadores GLUT 4 a la membrana plasmática 

(Haque y Sanyal, 2002), activándose también su oxidación mediante la glucólisis y su 

almacenamiento en forma de glucógeno. Al mismo tiempo se frena la β-oxidación de los 

ácidos grasos y la glucogenólisis, aumenta el contenido de grasa y la masa del tejido 

adiposo; así como la reserva de glucosa y ácidos grasos en el tejido muscular, a costa de 

reducir la glucemia y la lipemia postprandial. 

La insulina induce la fosforilación cruzada en residuos de tirosina de las cadenas interiores 

de su receptor que actúan como puntos de anclaje para sustratos del receptor de la insulina 

tales como IRS-1 e IRS-2, ó para Grb-2. La señal se transmite desde las proteínas del IRS a 

través de una serie de moléculas ancladas a la membrana fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI3K) 

a una proteína cinasa que finalmente deja la membrana. La proteína cinasa B o Akt es la 

proteína que se mueve a través de la célula para fosforilar dianas que incluyen componentes 

que controlan el tráfico del receptor de glucosa GLUT4, así como las enzimas que regulan 

la síntesis de glucógeno y de proteínas. 
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El tejido adiposo es una fuente importante de señales moleculares que regulan la acción de 

la insulina (Youssef y McCullough, 2002) como son el TNF α (Oneta y Dufour, 2002; 

Youssef y McCullough, 2002), la interlucina 6 o IL-6 (Bulcão et al., 2006), la resistina 

(Ahima y Osei, 2008), los ácidos grasos (Neuschwander-Tetri  y Caldwell , 2003), la  

leptina (Soodini, 2004) y la adiponectina (Soodini, 2004). Numerosas evidencias indican 

que el TNF α, y la IL-6 (Wieckowska et al., 2008) son responsables del desarrollo de la RI 

al desajustar la fosforilación cruzada de su receptor (Oneta y Dufour, 2002). En individuos 

obesos hay un incremento en la producción de TNF α, de esteatosis hepática y RI. Además 

en los pacientes con EHGNA se ha encontrado un polimorfismo en el promotor de TNF α 

asociado con la RI (Fernández-Real et al., 2002; Skoog et al., 2001; Valenti et al., 2002). 

En pacientes con DT2, se presentan elevados niveles de ácidos grasos libres (AGL; Fong et 

al., 2000), RI e hiperinsulinemia causados por TNF α (Oneta y Dufour, 2002). La 

hipertrigliceridemia es uno de los factores asociados a la resistencia periférica a la insulina 

y de EHGNA, que se puede agravar si además aumenta la producción hepática de VLDL 

(Fong et al., 2000). 

 

1.2. Glucosa y fructosa 

1.2.1. Antecedentes de bebidas endulzadas con glucosa y fructosa 

El jarabe de maíz de alta fructosa (HFCS) es el edulcorante con gran aporte calórico que se 

emplea en refrescos, jugos, conservas, jaleas, productos horneados, cereales, etc. En los 

años de 1970 se empleaba <1% como endulzante calórico en Norteamérica, rápidamente 

éste porcentaje aumentó para 1980, y para el año 2000 representó el 42%. El HFCS 

contiene entre el 55-90% de fructosa y un porcentaje menor de glucosa.  

Las dietas enriquecidas con fructosa con el desarrollo de obesidad, SM o DT2 (Lim et al., 

2010). Previamente se observó que la sacarosa (un disacárido de glucosa con fructosa) 

induce ganancia de peso, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia en 

ratas (Kawasaki et al., 2005). Otro estudio realizado en Israel, demostró que el consumo de 

refrescos está asociado con EHGNA de manera independiente del SM (Abid et al., 2009), o 

en ausencia de los factores tradicionales de riesgo, incluyendo obesidad, diabetes o 

hiperlipidemia (Assy et al., 2008). Estas evidencias indican que el consumo de fructosa por 
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sí misma promueve la enfermedad. Estudios previos en roedores demostraron varias 

alteraciones histológicas en hígado después del alto consumo de fructosa, incluyendo 

inflamación local en regiones periportales (Sanchez-Lozada et al., 2010), y esteatosis macro 

y microvesicular (Ackerman et al., 2005; Armutcu et al., 2005). Además se ha reportado la 

inflamación lobular en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa (70%) por 5 

semanas, la cual conduce a esteatohepatitis no alcohólica (Kawasaki et al., 2009). Estudios 

epidemiológicos han sugerido la posible relación entre el consumo de fructosa y de 

EHGNA (Zelber-Sagi et al., 2007; Ouyang et al., 2008; Abdelmalek et al., 2010). Por 

ejemplo, en un estudio de 427 personas se demostró que el consumo diario de fructosa fue 

asociado con alto grado de fibrosis en biopsias hepáticas (Abdelmalek et al., 2010). 

 

1.2.2. Metabolismo de glucosa y fructosa 

La fructosa es un azúcar simple con fórmula química C6H1206 similar al de la glucosa, 

presenta un grupo ceto unido al carbono 2, mientras que la glucosa tiene un grupo aldehído 

en el carbono 1 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura de glucosa y fructosa. 

 

La glucosa se absorbe dentro del enterocito por un co-transportador apical junto con NaCl 

(transportador de glucosa-sodio 1, SGLT1), entra a los hepatocitos vía GLUT2, es 

fosforilada por la glucocinasa y es usada para sintetizar glucógeno por la glucógeno sintasa 

(Agius, 2008). En estado de ayuno, el glucógeno es hidrolizado por la glucógeno fosforilasa 

   Glucosa                                                Fructosa 
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para generar glucosa (glucogenólisis). La glucosa-6-fosfato es un precursor para la síntesis 

de glucógeno y también es un inhibidor alostérico de la glucógeno fosforilasa y un 

activador alostérico de la glucógeno sintasa, aumentando así los niveles de glucógeno en el 

hígado. 

 

 

Figura 2. Comparación del metabolismo de glucosa y fructosa. 

 

Por otra parte la fructosa entra pasivamente desde el lumen intestinal hacia la sangre y se ve 

favorecida por el transportador de glucosa GLUT5, el cual es un transportador específico 

para la fructosa (Havel, 2005). Esta absorción resulta en la captación masiva de fructosa en 

el hígado, donde es fosforilada por la fructocinasa, formando fructosa 1-fosfato; tanto 

glucosa y fructosa son convertidos en moléculas de 3 carbonos como GA3-P y DHA-P. 

Moléculas que pueden ser convertidas en glucosa, a través de la gluconeogénesis o usadas 

para generar TG. 

El metabolismo de glucosa tiene puntos de regulación donde la glucosa entra a la vía 

glucolítica: el citrato y la adenosina-5-trifosfato (ATP) proporcionan una inhibición 
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alostérica de la fosfofructocinasa reduciendo la conversión de fructosa 6-fosfato a fructosa 

1,6-bifosfato. Sin embargo, el metabolismo de la fructosa pasa por alto la fosfofructocinasa, 

permitiendo que los carbonos provenientes de su degradación entren a la glucólisis río 

abajo, es decir las moléculas de 3 carbonos son utilizadas para la síntesis de glicerol y 

ácidos grasos, y a través de la esterificación formar TG. 

Después de un alto consumo de fructosa, las triosas fosfato son las principales precursoras 

lipogénicas, que pueden ser convertidas en piruvato  y posteriormente oxidadas en CO2 y 

H2O en el ciclo del ácido tricarboxílico mitocondrial (Park et al., 1992). Cuando hay exceso 

de acetil-CoA en la mitocondria del hígado y no se puede metabolizar, esta molécula pasa 

al citosol en forma de citrato, redirigiéndose a la lipogénesis de novo (Park et al., 1992). 

La lipogénesis de novo es regulada por ChREBP y SREBP-1c (Denechaud et al., 2008; 

Koo et al., 2009). La fructosa induce la activación de ChREBP y actúa sinérgicamente con 

SREBP-1c para incrementar la expresión de genes lipogénicos incluyendo la ACC, AGS, 

entre otras (Uyeda y Repa, 2006). SREBP-1c es responsable de que insulina induzca las 

enzimas lipogénicas en hígado (Denechaud et al., 2008) a su vez que es expresado 

independientemente de la insulina en el metabolismo de la fructosa (Matsuzaka et al., 

2004). 

La lipogénesis de novo hepática es acelerada por diferentes efectos de la síntesis de ácido 

grasos y efecto indirecto como los niveles elevados de malonil-CoA, la cual reduce la 

entrada de ácidos grasos en la mitocondria por la inhibición de la carnitina 

palmitiltransferasa 1 alfa (CTP1a) (McGarry, 1995). Esta enzima limitante de la beta 

oxidación regula la transferencia de acil-CoA de cadena larga desde el citosol a la 

mitocondria, produciendo un cambio oxidativo a una vía de reesterificación (Brown et al., 

1995). 

Otra de las moléculas importantes en la regulación de fructosa es el receptor alfa del  

activador de la proliferación de peroxisomas (PPARα), la cual pertenece a la superfamilia 

de ligandos nucleares de receptores a hormonas; la fructosa 1-fosfato reduce los niveles de 

mRNA de PPARα hepáticos, y la disminución de PPARα reduce la expresión de enzimas 

de oxidación de ácidos grasos (Nagai et al., 2002; Roglans et al., 2007; Roglans et al., 

2002). También se ha observado que la alteración de PPARα puede inducir un deterioro en 
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la transducción de la señal de la leptina, las ratas alimentadas con fructosa pero no con 

glucosa, desarrollan hiperleptinemia (Roglans et al., 2007; Roglans et al., 2002; Vilà et al., 

2008). 

Después los ácidos grasos son convertidos en TG por la esterificación, que pueden ser 

exportados del hígado en partículas de VLDL, las cuales están formadas por la 

incorporación de TG dentro de apolipoproteína B (apoB). Se ha sugerido que la síntesis y 

degradación hepática de apoB son mediadas por factor nuclear КB (NF-КB) (Tsai et al., 

2009). La disminución en la degradación de apoB resulta en la acumulación de apoB en el 

retículo endoplasmático (RE), lo cual induce estrés del RE. En ratones ob/ob  el estrés del 

RE promueve la activación de SREBP-1c, contribuyendo a la lipogénesis de novo 

(Kammoun et al., 2009). 

 

1.2.3. Efecto de glucosa y fructosa en la saciedad 

El consumo de glucosa o fructosa resulta en el aumento de calorías y ganancia de peso 

corporal a través de la activación de las señales de hambre y la supresión de señales de 

saciedad, así como la activación de los componentes de recompensa (Lindqvist et al., 

2008). Algunos estudios han demostrado que una carga de fructosa reduce la ingesta de 

alimentos (Rodin, 1990; Tordoff y Friedman, 1988), sin embargo este efecto no se observa 

cuando se consume fructosa junto con una comida mixta (Rodin, 1991). 

El aumento de la glucemia postprandial desempeña un papel importante en los mecanismos 

que controlan la saciedad y la ingesta de alimentos, es probable que este efecto se atenúe 

con la fructosa; ya que su índice glucémico es aproximadamente 5 veces menor que la 

glucosa, la ingesta de dietas elaboradas con fructosa provoca una menor supresión de la 

hormona estimulante del apetito que es la grelina y un menor aumento de leptina, en 

comparación con dietas que contienen una cantidad equivalente de glucosa (Teff et al., 

2004), lo que sugiere que la fructosa puede ser menos eficiente que la glucosa para suprimir 

el consumo de alimentos. La ingesta aguda de fructosa se asocia con un aumento 

significativo de leptina en ayunas en murinos y humanos (Lê et al., 2006),  esto indica que 

la sobrealimentación con fructosa ejerce efectos metabólicos en las células adiposas, que a 

largo plazo puede contribuir a suprimir la ingesta de alimentos. También se observó que la 
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alta ingesta de fructosa perturba acciones de la leptina, que provoca un estado de resistencia 

a la leptina. 

La glucosa se ha demostrado que es el principal combustible para el cerebro y que los 

cambios en su concentración pueden actuar como una señal que informa al cerebro sobre el 

estado metabólico y nutricional del organismo. Cuando se administra glucosa en los 

ventrículos cerebrales se suprime la ingesta de alimentos a través de un aumento en la 

relación ATP/AMP y un mayor aumento de malonil-CoA en las áreas hipotalámicas (Hu et 

al., 2003). Cuando se administró la fructosa se observaron efectos opuestos, una caída en la 

relación ATP/AMP, disminución de malonil-CoA y aumento de la ingesta de alimentos 

(Cha et al., 2008). En roedores alimentados con una dieta alta en fructosa aumentan su peso 

corporal y masa grasa; debido a una mayor ingesta de energía total. Esto puede deberse a 

una estimulación de receptores a lo dulce en la boca, lo que activa las vías de recompensa 

dentro del cerebro. 

Estudios comprueban que las proteínas y los carbohidratos provocan una respuesta de 

saciedad robusta, mediada en parte por el aumento de la insulina, la fructosa ejercen menor 

efecto en la saciedad que el almidón o la glucosa, posiblemente por inducir una  menor 

respuesta en la liberación de insulina (Tappy, 2012). Evidencias en humanos confirman que 

una comida que contiene 30% de fructosa comparado con una comida similar del 30% de 

glucosa, provoca concentraciones más bajas de glucosa, insulina y leptina y 

concentraciones altas de grelina (hormona orexigenica) en la sangre. 

 

1.3. Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa 

1.3.1. Generalidades 

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD, EC1.1.1.49) es la enzima central de la vía de 

las pentosas fosfato; ya que controla el flujo de carbono y produce equivalentes reductores 

en forma de  NADPH para satisfacer las necesidades celulares de biosíntesis reductiva y 

mantenimiento del estado redox celular (Kletzien et al., 1994). Tiene una importante 

función en el mantenimiento de la función celular y está presente en la mayoría de tejidos y 

organismos multicelulares. La importancia de esta enzima se ejemplifica con el ejemplo del 

síndrome de deficiencia de G6PD, una enfermedad que se manifiesta en los glóbulos rojos. 
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El estrés oxidante generado por fuentes dietéticas o farmacéuticas, se ha demostrado que 

causa hemólisis en los eritrocitos de individuos deficientes, subsecuentemente las 

mutaciones del gen representa una de las anomalías genéticas humanas más comunes que 

afectan aproximadamente 400 millones de personas en todo el mundo (Vulliamy et al., 

1992; Beutler, 1992). El gen de la enzima está ligado al cromosoma X, y por lo tanto se 

presenta como una sola unidad de transcripción en humanos y en otros mamíferos, así 

como en Drosophila. 

 

1.3.2. Regulación hormonal, nutricional, factores de  crecimiento  y estrés oxidante de 

G6PD 

La G6PD se activa después de la exposición a diversos oxidantes extracelulares (Kletzien et 

al., 1994) que conducen a la disminución de NADPH. Se ha demostrado que la G6PD es 

altamente regulada a nivel de transcripción, traducción, postraducción y ubicación 

intracelular, por lo que la enzima es el objetivo de varias vías de señalización. La enzima es 

regulada por vitamina D, insulina, PI3-K, Akt  y mTOR (Bao et al., 2008; Duvel et al., 

2010; Wagle et al., 1998). Además de SREBP y el factor de trascripción  que responde a 

estrés oxidante (Nrf2); este último regula varios genes de elementos de respuesta 

antioxidante (Zhang y Wang, 2007). Los reguladores negativos de G6PD son AMP cíclico 

y proteína cinasa A dependiente de cAMP (PKA) (Costa Rosa et al., 1995). Previamente 

fue demostrado  que PKA conduce a un aumento en la fosforilación de serina/treonina de 

G6PD que probablemente desempeña un papel en la regulación negativa de la actividad de 

G6PD (Xu et al., 2005; Zhang et al., 2000). Además cAMP puede disminuir la activad de 

G6PD al disminuir la trascripción del gen de la enzima. 

El TNF α también disminuye la actividad de G6PD (Zhang y Wang, 2007), lo hace por 

medio del regulador transcripcional p53. En una línea celular de cáncer de colon, se 

demostró que p53 se une directamente a G6PD en el citoplasma y disminuye su actividad 

posiblemente a través de la formación de un dímero o un tetrámero (Jiang et al., 2011). Se 

ha visto que solo el 10% de G6PD parecía estar unida a p53. El factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) también induce el mRNA de G6PD, lo que sugiere que la estimulación 
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del crecimiento de las células está relacionada con la inducción del gen de la enzima 

(Yoshimoto et al., 1983).  

Stanton et al. (1991) han demostrado que la G6PD se activa en células corticales renales de 

rata dentro de 1 min de tratamiento con el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF). La rápida activación de la enzima sugiere la posibilidad de un control mediante un 

mecanismo fosfo/desfosforilación; sin embargo existe evidencia de que la enzima está 

sujeta a un control por fosforilación, aunque la relación disminuida  NADPH/NADP+ 

podría acelerar el flujo de carbono a través de la ruta. Stanton et al., sugieren que el control 

de la actividad es a través de un mecanismo que implica la unión de G6PD a las membranas 

intracelulares, es decir, la enzima está inactiva cuando se une y se activa al ser liberada. 

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) también induce el mRNA de G6PD, lo que 

sugiere que la estimulación del crecimiento de las células está relacionada con la inducción 

del gen de la enzima (Yoshimoto et al., 1983).  

Por otra parte, G6PD es considerada como un miembro de la familia de enzimas 

lipogénicas, donde se incluyen la AGS, ACC y la enzima málica. Este grupo de enzimas se 

induce en el hígado durante episodios de exceso de carbohidratos en la dieta y es 

responsable de la síntesis de ácidos grasos, un proceso generalmente regulado por la 

insulina. La actividad elevada de G6PD parece depender de la insulina, glucocorticoides y 

carbohidratos de la dieta (Kletzien y Berdanier, 1993). Un experimento muy utilizado ha 

sido someter a las ratas a un ayuno breve (24 o 48 horas) seguido de una dieta alta en 

carbohidratos, lo que conduce a un aumento en la activad de la enzima (Kletzien y 

Berdanier, 1993).  Se ha sugerido que un metabolito de los azúcares está involucrado en la 

regulación positiva de la expresión hepática de G6PD (Fukuda et al., 1992). 

Otros estudios han demostrado que los ácidos grasos de la dieta pueden reprimir la 

inducción de la actividad de la enzima (Kletzien y Berdanier, 1993), del mRNA (Katsurada 

et al., 1989; Tomlinson et al., 1988) y de la transcripción del gen (Katsurada et al., 1989; 

Iritani, 1992) después del ayuno/realimentación. Estudios comprueban un aumento de 9 

veces en el mRNA en grasa del epidídimo de rata después de una sobrealimentación de 

carbohidratos. 
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En E. coli se comprobó que los agentes que producen radicales de oxígeno inducen a la 

G6PD a través de un regulador el factor de transcripción SoxR, el cual controla a la enzima 

y otros genes necesarios para proteger a la célula del daño de los radicales libres 

(Greenberg et al., 1990). Además se ha demostrado que en cardiomiocitos adultos la 

actividad de la enzima aumenta rápidamente en respuesta al estrés oxidante celular, con la 

translocación de G6PD  a la membrana celular, por lo tanto la G6PD es una enzima 

antioxidante citosólica crítica, esencial para el mantenimiento del estado redox citosólico en 

cardiomiocitos, y su deficiencia puede contribuir a la disfunción cardiaca a través de una 

mayor susceptibilidad de los radicales libres y al deterioro del transporte de calcio 

intracelular (Jain et al., 2003). 

 

1.3.3. NADPH en sistemas oxidantes y antioxidantes 

NADPH es producido por 4 enzimas en células de mamíferos que son G6PD, 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (PGD), enzima málica y la isocitrato deshidrogenasa. G6PD 

posee importancia única para muchos procesos celulares que utilizan NADPH; ya que las 

demás enzimas no proporcionan cantidades suficientes de esta coenzima para mantener 

procesos en niveles normales. 

El sistema antioxidante depende de la producción de NADPH para el correcto 

funcionamiento, sus tres componentes enzimáticos principales son el sistema de glutatión, 

catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD) (Zhang et al., 2010). El primero depende de 

la producción del glutatión reducido (GSH) por la glutatión reductasa (GR) que depende de 

NADPH. La CAT no necesita NADPH para convertir el peróxido de hidrógeno en agua, 

pero tiene un sitio de unión alostérico para NADPH que mantiene a la catalasa en su 

conformación activa. La SOD no necesita NADPH para convertir el superóxido en 

peróxido de hidrógeno, pero si depende del buen funcionamiento del sistema del glutatión y 

CAT, y si su actividad no es la adecuada, los niveles de peróxido de hidrogeno aumentarán 

e inhibirán la SOD. Por lo tanto, el sistema antioxidante depende de NADPH. 

Otro conjunto de enzimas que requieren de NADPH son las óxido nítrico sintasa (NOS) 

(Leopold et al., 2003). NADPH proporciona el potencial reductor para que la NOS pueda 

convertir la arginina a citrulina y óxido nítrico (NO). Otro sistema que depende de NADPH 
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es la familia de enzimas NADPH oxidasas, que tienen muchas funciones fisiológicas 

esenciales (crecimiento celular, función de glóbulos blancos) y en muchas patologías se han 

determinado (diabetes, enfermedad cardiovascular) como fuente principal de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) (Guzik y Griendling, 2009). 

Hay otros sistemas que depende de NADPH incluidas las enzimas que intervienen en la 

producción de lípidos como 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa y NADPH-citocromo 

p450 oxidoreductasa que es requerida para el metabolismo de fármacos y la biosíntesis de 

esteroides, entre otras (Iyangi, 2007). 

 

1.4. Nicotinamida 

1.4.1. Generalidades 

La nicotinamida (NAM) comúnmente conocida  como vitamina B3 fue aislada del salvado 

de arroz en 1911. Es una amida derivada del ácido nicotínico, blanca, inodora, con sabor 

amargo,  soluble en agua y su deficiencia causa pelagra en humanos. Su estructura consiste 

en un anillo de piridina con un grupo amida en la posición 3 (Figura 3). 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura de nicotinamida. 

 

1.4.2. Administración, tolerabilidad y farmacocinética de NAM 

La farmacocinética de la NAM depende de la dosis, especie, sexo y la vía del tratamiento 

(Gluecksohn et al., 1996; Fumagalli, 1971; MC Creanor y Bender, 1986). Su metabolismo 

difiere entre cada especie estudiada (Handler, 1944). Se absorbe fácilmente vía parenteral, a 

partir del tracto gastrointestinal (Marcus y Coulston, 1996). Las concentraciones más altas 

https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj--uzklI3aAhVJvVMKHSdaDUEQjRx6BAgAEAU&url=http://quimicaalkano.com/product/vitamina-b3-nicotinamida/&psig=AOvVaw0KqGmpUcEmB4tBdsuLo5QE&ust=1522262608150121
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se detectan a la hora de su administración por vía oral en el humano  desapareciendo 

rápidamente de la circulación para su posterior distribución en los tejidos (Petley et al., 

1995). 

La NAM se considera uno de los principales precursores para la formación y 

mantenimiento de la poza celular de NAD+, es metabolizada en el hígado con participación 

del citocromo P450 donde puede ser oxidada a nicotinamida-N-oxido, metilada a N-metil-

nicotinamida, ó hidroxilada a 6-hidroxinicotinamida, también en  humano y roedores  la 

NAM es metabolizada a ácido nicotínico (Petley et al., 1995; Gillmor et al., 1999). La 

metilación hepática es importante para la detoxificación de la NAM; para ello se emplea L-

metionina como donador del grupo metilo (Fumagalli, 1971), la N-metil-nicotinamida es 

excretada en la orina y la NAM se reabsorbe por los túbulos renales (Gillmor et al., 1999). 

La N-metil nicotinamida es oxidada en el hígado, en la circulación y los productos finales  

son N-metil-2-piridona-5- ácido carboxílico amida (2 pyr) y N-metil-4-piridona-3- ácido 

carboxílico amida (4 pyr). La porción de los dos metabolitos difieren con la especie y el 

sexo. En humanos se forma exclusivamente 2 pyr (Gillmor et al., 1999). 

 

1.4.3. Dosis de NAM 

La dosis letal media (LD50) de la nicotinamida en ratas es 1.68 g/kg (Anonymous, 1989), y 

se estima que en ratones es 4.5 g/kg cuando se da oralmente y 2.5 g/kg cuando se da por vía 

intravenosa (Hoffer, 1967). Dosis altas de NAM son terapéuticamente efectivas en una gran 

variedad de enfermedades o condiciones. La administración oral u otras vías de 

administración han demostrado ser potentes en animales y alteraciones dermatológicas 

(Oblong, 2014), DT2 (Stevens et al., 2007), cáncer (Santidrian et al., 2014), isquemia 

cerebral (Ayoub y Maynard, 2002; Lee et al., 2006; Sakakibara et al., 2000), esclerosis 

múltiple (Kaneko et al., 2006), enfermedad de Alzheimer (Bayrakdar et al., 2014), 

infecciones virales, microbianas (Murray, 2003) y enfermedades inflamatorias (Maiese et 

al., 2009). También protege a las neuronas y disminuye el estrés oxidativo (Chong et al., 

2002; Kiuchi et al., 2002). 

 

 



 
 

17 
 

1.4.4. Efectos terapéuticos de NAM 

Estudios previos indican que NAM brinda protección a las células β después de administrar 

compuestos citotóxicos, tales como la estreptozotocina (STZ). El cual es un agente 

diabetogénico, por contener en su molécula un grupo nitroso que alquila el ADN, 

responsable de daño en roedores (Klaidman  et al., 2001). La generación de radicales libres, 

el rompimiento de las cadenas de ADN, la activación de PARP y la depleción intracelular 

de NAD+, son factores comunes de la muerte de las células β pancreáticas inducida por 

STZ (Corbertt  et al., 1992; Heller et al., 1995; O’ Brien et al., 1996). NAM antagoniza el 

daño de la STZ mediante inhibir a PARP suprimiendo la depleción del NAD+ y glutatión 

por lo que protegen a las células contra la apoptosis (Kretowski et al., 1996).  

Por otra parte, la administración del mononucleótido de nicotinamida (otro intermediario de 

la síntesis de NAD+) en un modelo de DT2 inducida con una dieta alta en grasa en ratón, 

incrementa la poza de NAD+ mejorando la sensibilidad a la insulina mediante disminuir la 

expresión de genes relacionados con estrés oxidante, inflamación y desacetilación de 

proteínas catalizada por sirtuínas (SIRT) (Yoshino et al., 2011). 

Los efectos de NAM se derivan en parte por su conversión a NAD+ con el incremento de 

los niveles de NAD+ y por la modificación de su relación redox NAD+/NADH. NAD+ 

desempeña un papel crítico para activar a SIRT 1 y otras sirtuínas, las cuales desempeñan 

un papel importante en la salud celular y longevidad mediante la modulación del 

metabolismo así como reguladoras de la función y la calidad mitocondrial (Yao et al., 

2014). Los efectos de NAM son dosis dependientes, bajas dosis pueden estimular el 

crecimiento y la proliferación (Bai et al., 2008) e inhibir la expresión de pequeños genes 

(Kolb y Burkart, 1999). 

Las evidencias de nuestro grupo de trabajo ha demostrado que en adipocitos 3T3-L1, NAM  

mediante una inhibición no competitiva modula la actividad específica de G6PD (Torres et 

al., 2013). Debido al efecto inhibitorio de NAM sobre el estrés oxidante y la acumulación 

de lípidos en preadipocitos se puede proponer como agente terapéutico en el tratamiento y 

prevención de la obesidad y enfermedades asociadas con la obesidad (Torres et al., 2013). 
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Además NAM disminuye las concentraciones del superóxido mitocondrial a corto y largo 

plazo lo que resulta en la proliferación potencial de fibroblastos normales, queratinocitos y 

células inmunes (Choi et al., 2015; Kang y Hwang, 2009; Kang et al., 2006).  

También se ha sugerido que el tratamiento de NAM activa a SIRT 1, la cual impulsa la 

mitofagia que es selectiva para las mitocondrias que experimentan bajos y altos niveles de 

generación de ERO. Se ha sugerido que NAM abate la formación de superóxido porque 

reduce el transporte de electrones e incrementa los potenciales de membrana, disminuyendo 

la formación de poros de la membrana mitocondrial. Por lo tanto, el tratamiento de NAM 

puede usarse como agente terapéutico para mejorar la calidad mitocondrial a través de 

activar la mitofagia selectiva en células que proliferan normalmente (Song et al., 2017). 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La RI y la sobrecarga de energía en forma de glucosa, fructosa y ácidos grasos en tejido 

hepático favorecen el inicio de la esteatohepatitis, ocasionada por un desencadenante 

metabólico que causa esteatosis y posteriormente un segundo estímulo que lleva a un 

estado de estrés oxidante; debido al incremento de ERO y lipoperoxidación. En el origen de 

la esteatohepatitis  hay que considerar dos procesos metabólicos que contribuyen al 

depósito de lípidos intracelulares,  como son la lipogénesis y lipólisis. En fase temprana la 

desregulación de la lipogénesis y lipólisis por parte del tejido adiposo promueve la 

liberación de ácidos grasos que ingresarán a tejidos periféricos y favorecerán un 

decremento en la sensibilidad a la insulina, como sucede en músculo esquelético que pierde 

la capacidad de captar glucosa, la cual será ingresada por el tejido hepático facilitando la 

síntesis de novo de ácidos grasos. Otra respuesta del hígado ante la falta de señal por parte 

del músculo es iniciar la producción de glucosa, concomitante a ello su transformación a 

ácidos grasos tanto en él, como en el adiposo. Durante la síntesis de novo de ácidos grasos 

es indispensable contar con la maquinaría enzimática y los equivalentes reductores en 

forma de NADPH para que funcione adecuadamente. Con este conocimiento la G6PD que 

proporciona NADPH se encuentra aumentada específicamente los hepatocitos productores 

de ácidos grasos. Alterando la relación NADPH/NADP+ que regula la síntesis de colesterol 

y a enzimas pro-oxidantes, lo que refleja en niveles bajos de GSH; ya que NADPH es 
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indispensable para que éste sea regenerado mediante la vía redox de GSH. Considerando la 

importancia de G6PD en la síntesis de novo y sus secuelas es posible que al intervenir su 

expresión y actividad, se pudiera frenar la acumulación de ácidos grasos y la esteatosis y su 

avance a esteatohepatitis.  

 

3. HIPÓTESIS 

La nicotinamida al reducir la actividad y expresión de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 

junto con NADPH/NADP+ induce cambios en el estado redox celular, disminuyendo el 

estrés oxidante y la acumulación de lípidos en el hígado en ratas alimentadas con una dieta 

suplementada con glucosa y fructosa al 30%. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Intervenir la actividad y expresión de la G6PD mediante la administración de nicotinamida 

en un modelo de esteatosis hepática no alcohólica, con la finalidad de prevenir las 

alteraciones del estado redox y reducir la acumulación de lípidos, estrés oxidante y 

marcadores de daño hepático. 

 

4.2. Objetivos particulares 

En ratas macho Sprague Dawley con un peso aproximado de 250 g con dislipidemia y daño 

hepático, sin tratamiento, o con tratamiento de nicotinamida: 

• Determinar  alteraciones metabólicas (ganancia de peso, insulina, glucosa, TG 

(suero e hígado), AGL, colesterol, ALT, AST y TBARS (suero e hígado). 

•  Determinar la actividad específica y expresión de G6PD hepática. 

• Determinar los cambios de GSH, GSSG, GSH + GSSG y GSH/GSSG hepático.  

• Determinar los cambios de NAD+, NADH, NADPH y NADP+ hepático. 
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• Evaluación histológica hepática, mediante las tinciones de hematoxilina-eosina, y 

tricrómica de Masson. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1.1.  Materiales y Reactivos 

Los químicos fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO, E,U); membranas PVDF (Merck 

Millipore, Bedford, MA, USA); RNeasy Isolation Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA); 

inhibidor de proteasa (GenDepot, Houston, TX, USA); TriPure isolation reagent (ROCHE, 

Indianapolis, USA), First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Massachusetts); 

Fast Start DNA Master SYBR Green Plus (ROCHE, Mannheim, Alemania); Rat Insulin 

ELISA kit (ALPCO, Nuevo Hampshire, USA); Free Fatty Acid Quantification Kit 

(BioVision, Milpitas, USA); Rat TNF α immuoassay ELISA (R&D, Systems, Inc. 

Minneapolis, USA). Los iniciadores fueron manufacturados por Invitrogen (CA, USA) y 

los anticuerpos primarios y secundarios por Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, 

CA, USA).  

 

5.1.2. Declaración ética 

El diseño experimental y manejo de los procedimientos en los animales fueron aprobados 

por el Comité Local de Investigación en Salud del IMSS conforme a la Norma Oficial 

Mexicana (NOM-062-ZOO-1999, revisada en 2001) para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio. 

 

5.1.3. Animales 

Ratas macho Sprague Dawley (250 ± 5 g) fueron proporcionadas por el Bioterio del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. Una semana antes de iniciar los experimentos, los 

roedores fueron aclimatados con períodos de luz/obscuridad (12/12 h) y ventilación para 

garantizar condiciones óptimas de humedad (50%) y temperatura ambiente (23ºC). 
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5.1.4. Inducción de esteatosis hepática y tratamientos 

Treinta animales fueron distribuidos de forma aleatoria en 6 grupos y sujetos a los 

siguientes tratamientos: 1). Control; 2). Glucosa; 3). Glucosa + 0.06% NAM; 4). Glucosa + 

0.12% NAM; 5). Fructosa; 6) Fructosa + 0.12% NAM. La glucosa o fructosa al 30% 

disuelta en el agua de beber fue administrada por 12 semanas ad libitum; sin embargo a 

partir de la 5º semana todas las mañanas se retiraron los carbohidratos por 5 h para dar los 

tratamientos con las diferentes concentraciones de NAM en el agua de beber. Concluidas 

las 5 h se retiraban los tratamientos de NAM para continuar con la administración de 

glucosa o fructosa. Durante el período de tratamiento se registró consumo de alimento, 

líquidos y peso corporal. El grupo control recibió agua ad libitum y todos los animales 

fueron alimentados a base de la fórmula Chow 5008 (Purina) ad libitum. 

 

5.1.5. Obtención de muestras biológicas 

Finalizados los tratamientos los animales fueron pesados y anestesiados con pentobarbital 

(25 mg/kg, i.p.). Las muestras de sangre fueron obtenidas por punción cardiaca y puestas en 

tubos con y sin anticoagulante (EDTA), centrifugadas a 5,200 g por 15 min en una 

centrífuga Sorvall Legend Mach 1.6 R (Thermo Scientific). Suero y plasma fueron 

almacenados a -70oC y descongelados antes de su análisis. Además, fragmentos de hígado 

fueron removidos, algunos conservados en formaldehído al 10 % (análisis histológico), 

otros en TriPure (RT-PCR) y el resto almacenados a -70 oC hasta su uso (actividad y 

western blot). 

 

5.2. Métodos  

5.2.1. Análisis de marcadores metabólicos 

Las concentraciones de marcadores séricos (glucosa, TG, colesterol, ALT y AST) fueron 

determinadas mediante el equipo automatizado COBAS-INTEGRA 400 (Roche 

Diagnostics International). Unas muestras fueron usadas para determinar TG hepáticos y 

fueron preparadas bajo las mismas condiciones como los sobrenadantes usados para G6PD 

(sección 5.2.3). 
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5.2.2. Cuantificación de insulina, ácidos grasos libres  y TNF α 

Las concentraciones de insulina, AGL y TNF α fueron determinados mediante los equipos 

Rat Insulin ELISA, Free Fatty Acid Quantification y Rat TNF α immuoassay ELISA 

siguiendo los protocolos del fabricante. Las absorbancias fueron obtenidas a 450,  570 y 

450 nm, respectivamente, usando el lector Multiskan EX 96-well microplate (Labsystems, 

Helsinki, Finland).  

 

5.2.3. Actividad específica de G6PD 

Fragmentos de hígado fueron homogeneizados al 10 % (p/v) en PBS 0.1M pH 7.5 mediante 

un homogenizador Polytron PT 1200, posteriormente fueron centrifugados a 83,500 g a 

4°C durante 20 min en una centrífuga Sorvall ST 40R (Thermo Scientific). La actividad se 

determinó en los sobrenadantes por la producción de NADPH. Las absorbancias fueron 

monitoreadas a 340 nm durante 10 min usando un espectrofotómetro Lambda 25 (Perkin-

Elmer, Shelton, CT, USA). La mezcla de reacción contenía 35 mM glucosa 6-fosfato, 0.1M 

MgCl2, 11mM NADP+ y 0.1M trietanolamina. La actividad fue expresada como U/mg de 

proteína; 1 unidad de enzima oxida 1 mol de substrato por minuto en presencia de NADP+. 

La concentración de proteína se evaluó por el método de Bradford (1976). 

 

5.2.4. Determinación de GSH y GSSG 

Fragmentos de hígado fueron homogeneizados (10% p/v) en ácido metafosfórico al 5% o 

PBS 0.1 M pH 7.5 para determinar GSH o GSSG, respectivamente. Los homogeneizados 

fueron centrifugados a 83,500 g por 20 min a 4 oC y en los sobrenadantes se realizaron las 

determinaciones. GSH se determinó espectrofotométricamente empleando el reactivo de  

Ellman (5-5´-ditiobis (2-nitro ácido benzoico) o DTNB). El ensayo se basa en la reacción 

estequiometria entre el DTNB y el grupo tiol del GSH. El nitromercapto benzoato formado 

presenta una absorbancia máxima a 412 nm proporcional a la concentración de GSH. Para 

GSSG fue utilizado un método enzimático, previo tratamiento del sobrenadante con 1-

metil-2-vinilpiridium trifluorometanosulfonato 10 mM (M2VP), el cual secuestra grupos 

tioles sin interferir con la glutatión reductasa (GR) presente en el ensayo. GSSG fue 
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reducido a GSH por acción de GR en presencia de NADPH y el GSH formado fue 

cuantificado con el reactivo de Ellman. El cambio de color durante la reacción y la 

velocidad de reacción son proporcionales a las concentraciones de GSH y GSSG. 

 

5.2.5. Determinación del potencial redox 

Los potenciales redox de la pareja redox del glutatión fueron calculados utilizando las 

concentraciones de GSH y GSSG determinadas experimentalmente en la ecuación de 

Nernst como sigue: 

Eh = Eo- (RT/nF) log ([GSH]2/[GSSG]) 

Eo es el potencial estándar para la pareja redox acoplada GSH/GSSG (-240 mV a pH 7 en 

tejido), R la constante de los gases (8.314 J K-1 mol-1), T la temperatura absoluta, F la 

constante de Faraday (F 9.6485 x 104 C mol-1) y n es el número de electrones transferidos. 

La ecuación de Nernst fue empleada a T 25 oC (298.15 K) usando 2.303 como factor 

convencional para ln en log10. Valores relativamente más negativos indican un estado más 

reducido, mientras valores menos negativos lo contrario. 

 

5.2.6. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

Alícuotas de homogeneizados de hígado (PBS 0.1 M pH 7.5) y plasma fueron utilizadas 

para determinar el grado de lipoperoxidación evaluado como sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) mediante una técnica espectrofotométrica. El fundamento del 

método se basa en la reacción producida entre el ácido tiobarbitúrico (TBA) y el producto 

de lipoperoxidación, malondialdehído, que origina TBARS que puede medirse mediante 

espectrofotometría a 595 nm. Brevemente, a alícuotas de suero y homogeneizados de 

hígado (PBS) se les ajustó a ácido tricloroacético 10%, se reposó en hielo y centrifugó a 

85,500 g por 15 min. Al sobrenadante se agregó TBA agitando vigorosamente e incubando 

a 100 0C por 60 min, se enfrió a temperatura ambiente, mezcló, centrifugó y en el 

sobrenadante se midió la absorbancia a 535 nm. El estándar de MDA se preparó con 1, 1, 3, 

3-tetrametoxipropano. 

 



 
 

24 
 

5.2.7. Extracción y determinación de nucleótidos de piridina 

Fragmentos de hígado fueron procesados para determinar la forma oxidada y reducida de 

los nucleótidos de piridina. Para determinar NADH y NADPH se prepararon 

homogeneizados con una solución de extracción conteniendo NaOH 0.02 N y cisteína 0.5 

mM. Las muestras fueron calentadas a 60°C por 10 min y neutralizadas con glicilglicina 

0.25 M pH 7.6. La extracción de NAD+ y NADP+ fue realizada con HClO4 0.1 N y 

neutralizada con KOH 0.5 N. Todos los homogeneizados fueron centrifugados a 83,500 g 

por 30 min. Las coenzimas fueron determinadas enzimáticamente monitoreando la 

absorbancia a 340 nm. La concentración de las coenzimas fue reportada como µM. 

 

5.2.8. Técnica de “Western blot”     

Homogeneizados de hígado fueron preparados con un amortiguador de lisis conteniendo 50 

mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Tween 20, 0.2% NP-40 y un coctel de inhibidores de 

proteasas. Después de centrifugar a 3000 g por 20 min, las proteínas de  alícuotas de 

sobrenadantes (40 µg proteína) fueron separadas por electroforesis en geles al 10% SDS-

PAGE y transferidos a membranas de PVDF. Las membranas previamente fueron 

bloqueadas con albúmina al 5% en TBS-T por 2 h, y fueron incubadas a 4°C toda la noche 

con los anticuerpos primarios anti-G6PD y anti-β-actina (1:1000 en 1% BSA, TBS y 0.1% 

Tween-20). Después de lavar las membranas, se incubaron a temperatura ambiente durante 

2 h con los anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratón (1:2000) marcados con 

peroxidasa. Las bandas fueron detectadas por un sistema de quimioluminiscencia 

Amersham ECL Plus (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, MI, USA), y un escáner 

Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, Rochester, NY, USA). 

 

5.2.9. Extracción de RNA y RT-PCR 

El RNA total fue aislado usando el reactivo TriPure siguiendo el protocolo del fabricante. 

Para comprobar la pureza del RNA de cada muestra, se midió a 260 y 280 nm, las 

relaciones fueron entre 1.9 ± 0.2, consistente con ausencia de contaminantes proteicos. Para 

confirmar la integridad, 1μg de RNA se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al 
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1%, el RNA se tiñó con bromuro de etidio y se visualizó usando un analizador de imágenes 

(BioRad). Se detectaron dos principales bandas de rRNA ribosomal (28 y 18S), sin 

degradación del RNA (datos no mostrados). A partir de 2 µg de RNA total fue sintetizado 

el cDNA utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific), siguiendo los 

protocolos del fabricante, en un volumen final de 20 µL. La qPCR fue realizada en un 

volumen final de 20 µL en el LightCycler 2.0, utilizando el Fast Start DNA Master Plus 

SYBR Green Plus (Roche). La mezclas de qPCR contenían 0.5 mM de iniciadores para 

G6PD (F5`-CCTGATGATCCCAAATTCATCAAAATAG-3`, R5`-

CTGGAACCGCATCATAGTGGAG-3` [283pb]). NADPH oxidasa 4 (F5´-

GCTCATTTCCCACAGACCTGG-3´, R5´-AGGTTTGTTGCTCCGGATGCA-3´). 18S 

(F5´-ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG-3´, R5´-CGCTGAGCCAGT TCAGTGTA -3´ [218 

pb]), como control interno. La PCR se realizó por duplicado, las condiciones de reacción 

fueron las siguientes: se inició a 95° por 10 min, seguido de 35 ciclos (95°C por 10 s, 61°C 

por 7 s, 72°C por 10 s). La cuantificación de los genes G6PD y NOX4 fue expresado como 

niveles relativos de mRNA comparados con el control. El cálculo se realizó después de la 

normalización con 18S mediante la fórmula 2-∆∆Ct . 

 

5.2.10. Evaluación histológica 

Para el estudio histológico fragmentos de hígado se preservaron en formaldehido al 10% y 

posteriormente fueron embebidos en parafina. Las secciones de hígado de 6 µm fueron 

teñidas con Hematoxilina-Eosina y tricrómica de Masson. Las biopsias fueron clasificadas 

en 4 grados de esteatosis, dependiendo de la acumulación de grasa usando la clasificación 

de Kleiner. 

 

5.2.11. Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como la media ± D.E. La comparación entre grupos se 

realizó con ANOVA y para el análisis entre grupos se usó la prueba de Tukey-Kramer.  Los 

cálculos estadísticos fueron ejecutados en un software NCSS 2007 (Kaysville, UT, USA) 

con una p<0.05 los cuales fueron considerados como significativos. 
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6. RESULTADOS 

6.1. NAM mejora el perfil metabólico alterado por el consumo de glucosa o  fructosa 

El consumo de glucosa o fructosa incrementó el peso corporal (~56%) comparado con el 

grupo control, lo cual  se reflejó en aumentos en glucemia (>100%), insulinemia (~2 

veces), TG séricos (~4- 5 veces) y hepáticos (~1.6 veces), AGL (~2 veces), TBARS (~4.3 

veces), sin cambios en colesterol. Glucosa o fructosa también aumentaron marcadores de 

daño hepático usualmente utilizados ALT (11 y 170%, respectivamente) y AST (~ 52% con 

ambos carbohidratos)  éstos cambios fueron significativos con respecto al grupo control 

(Tabla1). 

Los grupos con glucosa o fructosa suplementados con NAM 0.06 y 0.12 %  mostraron 

efectos protectores destacando decrementos de ALT (Glucosa+NAM: 48 y 23%, 

respectivamente; Fructosa+NAM: 73%), AST (Glucosa+NAM: ~13%, con ambas dosis; 

Fructosa+NAM: 35%), AGL (Glucosa+NAM: >3.1 y 4.8%, respectivamente; 

Fructosa+NAM: 1.4%), TBARS (Glucosa+NAM: ~30% con ambas dosis; Fructosa+NAM: 

50%) y TG hepáticos (Glucosa+NAM: 14.12% y 31.3%, respectivamente; Fructosa+NAM: 

24.22%). Todos estos decrementos fueron analizados con respecto a los grupos que 

recibieron exclusivamente glucosa o fructosa (Tabla 1). 
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Tabla 1  

Efecto de NAM sobre alteraciones metabólicas inducidas por carbohidratos en ratas. 

 

 

 

 

 

 

Control 

 

Glucosa 

 

Glucosa 

 + 0.06% NAM 

 

Glucosa 

+ 0.12 % NAM 

 

Fructosa 

 

Fructosa 

+ 0.12 % NAM 

 

Inicio (g) 

 

Final (g) 

 

 

252 ± 2.18 

 

424.33 ± 3.68 

 

251 ± 2.77 

 

528 ± 2.82a 

 

250.5 ± 3.32 

 

519.4 ± 3.58 

 

252.4 ± 2.65 

 

502.4 ±3.65 

 

253 ± 1.78 

 

516.6 ± 2.07a 

 

252.5 ± 2.65 

 

502.5 ± 1.41 

Ganancia de peso (g) 

 

172.33 ± 18.95 277 ± 31.77a 268.9 ± 3.22 250 ± 23 263.6 ± 26.58a 250 ± 23.5 

Insulina (ng/ml) 1.64 ± 0.42 3.45 ± 0.66a 2.76 ± 0.43 2.70 ± 0.48 3.81 ± 0.68a 3.05 ± 0.37 

       

Glucosa (mg/dl) 

 

112.5 ± 9.19 229.5 ± 2.12a 187 ± 43.30 179.33 ± 20.79 206 ± 23.64a 181 ± 14.93 

TG (mg/dl) 

 

AGL (nmol/μl) 

 

38.5 ± 0.70 

 

11.58 ± 6.92 

160.66 ± 18.77a 

 

27.68 ± 1.48a 

147 ± 45.21 

 

8.92 ± 6.36b 

121 ± 29.81 

 

5.81 ± 0.28b 

202.33 ± 44.27a 

 

21.02 ± 2.52a 

201 ± 19.75 

 

15.28 ± 2.49d 

 

Colesterol (mg/dl) 

 

ALT (u/l) 

 

64 ± 4.58 

 

33.6 ± 4.47 

 

72.5 ± 12.87 

 

50.97 ± 4.93a 

 

73 ± 6.92 

 

44.9 ± 3.01 

 

54.75 ± 0.95b 

 

43.96 ± 7.01 

 

66 ± 7.31 

 

50.85 ± 9.93a 

 

72 ± 4.16 

 

33.06 ± 3.32d 

 

AST (u/l) 116.06 ± 11.86 129.34 ± 12.30a 67.75 ± 2.16b 99.17 ± 12.98c 312.8 ± 68.3a 84.25 ± 4.72d 

 

TBARS (nM) 

 

TG hepático (mg/dl) 

 

7.78 ± 0.92 

 

7.67 ± 1.52 

 

35.28 ± 0.70a 

 

106.75 ± 3.77a 

 

11.37 ± 0.5b 

 

91.67 ± 2.08b 

 

12.42 ± 3.14b 

 

73.33 ± 1.52c 

 

31.48 ± 6.87a 

 

129.66 ± 1.52a 

 

15.5 ± 1.70d 

 

98.25 ± 0.95d 

 

 

Los valores son expresados como media ± D.E. de 5 animales por grupo. aP<0.05 comparado con el control. bP<0.05 

comparado con glucosa. cP<0.05 comparado con glucosa o glucosa + 0.06% NAM. dP<0.05 comparado con fructosa.  
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6.2. NAM decrece la esteatosis hepática inducida por glucosa o fructosa 

 

Las ratas que consumieron glucosa o fructosa al 30% por 90 días presentaron esteatosis 

franca de grado 0 y 1 (5 y 10%  gotas lipídicas, respectivamente) con respecto al grupo 

control (Figura 4. A). Además los carbohidratos  alteraron la arquitectura con presencia de 

hepatocitos con degeneración balonizante, sinusoides dilatados, y sin datos de fibrosis 

(Figura 4. B y C). El suplemento de NAM disminuyó el grado de esteatosis conservando la 

arquitectura tisular (Figura 4. D, E y F). Reforzando lo anterior, la concentración de TG 

hepáticos también aumentó con el consumo alto en carbohidratos y dicho aumento fue 

prevenido parcialmente por NAM. 
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Figura 4. Análisis histológico de hígado de rata. A) Control, B) Glucosa, C) Fructosa, D) Glucosa+0.06% 

NAM, E) Glucosa+0.12% NAM y F) Fructosa+0.12% NAM. Tinción de Hematoxilina & Eosina y tricrómica 

de Masson.                                                                          

     D) Glucosa+0.06%NAM         E) Glucosa+0.12%NAM       F) Fructosa+0.12%NAM 

H&E 

 

 

 

Masson 

H&E 

 

 

 

Masson 

A) Control                             B) Glucosa                             C) Fructosa 
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6.3. Perturbación del estado redox del glutatión por glucosa o fructosa y su mejoría con 

NAM 

 

La esteatosis hepática inducida por glucosa o fructosa alteró el estado redox del glutatión, 

disminuyendo GSH (~69%, Figura 5. A) y aumentando GSSG (~72%, Figura 5. B). Éstos 

cambios se manifestaron en el decremento de la relación GSH/GSSG (>85%; Figura 5. C) y 

de la poza GSH+GSSG (~67%; Figura 5. D) todo comparado con el grupo control. 

NAM (0.06 y 0.012%) incrementó significativamente GSH (Glucosa+NAM: ~43% con 

ambas dosis; Fructosa+NAM: 62%; Figura 5. A) junto con decremento de GSSG 

(Glucosa+NAM: ~20% con ambas dosis; Fructosa+NAM: 9%, Figura 5. B). Los  cambios 

de GSH y GSSG inducidos por NAM se manifestaron en aumentos significativos en la 

relación GSH/GSSG (Glucosa+NAM: 128 y 86%, respectivamente; Fructosa+NAM: 98%; 

Figura 5. C) y de la poza GSH+GSSG (Glucosa+NAM: 50 y 31%, respectivamente; 

Fructosa+NAM: 62%, Figura 5. D) cuando se comparan con respecto al grupo glucosa o 

fructosa. 
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Figura 5. Estado redox del glutatión. Los valores son expresados con media ± D.E. de 5 animales por grupo.  

*P<0.05 comparado con el control. θP<0.05 comparado con glucosa. #P<0.05 comparado con fructosa.           
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6.4. NAM modifica el potencial redox GSH/GSSG y reduce la concentración de TNF α 

 

El potencial redox evaluado por la ecuación de Nerst demostró que los grupos tratados con 

glucosa o fructosa son significativamente más pro-oxidantes (-280; Figura 6. A) 

comparados con el control. Los grupos glucosa o fructosa que recibieron NAM 0.06 y 

0.12% disminuyeron el estado pro-oxidante (Glucosa+NAM, -290.42 y -287.96, 

respectivamente; Fructosa+ NAM, -288.75; Figura 6. A) comparado con el grupo de 

glucosa o fructosa. 

La concentración  de TNF α incrementó significativamente (~ 4 veces) con glucosa o 

fructosa 30% con respecto al control. En contraste, NAM con ambas dosis administrada a 

los grupos glucosa o fructosa disminuyó significativamente la concentración de la citocina 

proinflamatoria (~ 35%) (~1.3 veces; Figura 6. B) comparado con el grupo de glucosa o 

fructosa (Figura 6. B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

33 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto de NAM sobre A) potencial redox GSH/GSSG y B) TNF α. Los valores son expresados con 

media ± D.E. de 5 animales por grupo.  *P<0.05 comparado con el control. θP<0.05 comparado con glucosa. 

ΩP<0.05 comparado con glucosa o glucosa + 0.06% NAM. #P<0.05 comparado con fructosa.           
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6.5. NAM disminuye la expresión  y actividad específica de G6PD hepática inducidos por  

glucosa o fructuosa 

 

Glucosa o fructosa 30% administrada por 90 días incrementaron, la concentración de 

proteína (2.03 y 2.75 veces, Figura 7. A), mRNA (1.38 y 2.4 veces; Figura 7. B) y actividad 

específica (4.08 y 8.13 veces; Figura 7. C), de G6PD respectivamente, cuando se compara 

con el grupo control. NAM (0.06 y 0.12%) disminuyó la cantidad de proteína 

(Glucosa+NAM; ~1.6 veces con ambas dosis; Fructosa+NAM: 2.72 veces; Figura 7. A), 

mRNA (Glucosa+NAM:- 8.62 y -6.9 veces, respectivamente o Fructosa+NAM: -15 veces; 

Figura 7. B) y actividad específica (Glucosa+NAM: ~1.5 veces, ambas dosis o 

Fructosa+NAM: 1.76 veces; Figura 7. C). Estos cambios con respecto a los grupos de 

glucosa o fructosa. No obstante que los grupos tratados con glucosa ó fructosa 

suplementados con NAM presentan un decremento del mRNA (80%); sus actividades están 

arriba del grupo control, así como la cantidad de proteína (1.16 veces  con ambos 

carbohidratos). 
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Figura 7.  A) Cantidad, B) expresión y C) actividad de G6PD.  Los valores son expresados con media ± D.E. 

de 5 animales por grupo.  *P<0.05 comparado con el control. θP<0.05 comparado con glucosa. ΩP<0.05 

comparado con el control o glucosa. #P<0.05 comparado con fructosa.                            

                                                         



 
 

36 
 

6.6. NAM decrece el aumento de TBARS y expresión de NOX4 hepáticos inducidos por 

glucosa o fructosa 

 

El consumo alto y crónico de glucosa o fructosa incrementaron el mRNA de NOX4 (79 y 

93%, respectivamente), que fue abatido por NAM 0.06 y 0.12% (Glucosa+NAM: 42 y 

66%, respectivamente; Fructosa+NAM: 20%; Figura 8. A) con respecto a su grupo control 

de glucosa y fructosa; Figura 8. A). Paralelo a esto, ambos carbohidratos aumentaron las 

concentraciones de TBARS (~544%) comparado con el grupo control; en el caso de NAM 

(0.06 y 0.12%) decreció TBARS dependiendo de la dosis (Glucosa+NAM: 55 y 66%, 

respectivamente; Fructosa+NAM: 63%; Figura 8. B). 
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Figura 8. Efecto de NAM en A) NOX4  y B) TBARS. Los valores son expresados con media ± D.E. de 5 

animales por grupo.  *P<0.05 comparado con el control. θP<0.05 comparado con glucosa. ΩP<0.05 comparado 

con fructosa. 
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6.7. NAM decrece el aumento de nucleótidos de piridina inducidos por glucosa o fructosa 

 

La relación NADH/NAD+ incrementó en los grupos tratados con glucosa o fructosa al 30% 

(19.46 y 44.8 veces, respectivamente; Figura 9. A), que fue abatida por NAM 0.06 y 0.12% 

(Glucosa+NAM: 2.9 y 6 veces, respectivamente; Fructosa+ NAM: 2.33 veces; Figura 9. A). 

Llamó la atención que la relación NADPH/NADP+ incrementó (1.37 veces) 

exclusivamente en el grupo glucosa con respecto al control; este incremento fue disminuido 

con NAM 0.06 y 0.12% (-2.69 y 2.17 veces, respectivamente; Figura 9. B). Además, la 

relación disminuyó en el grupo con fructosa comparado con el control teniendo en este caso 

la fructosa el efecto contrario que el de la glucosa y el suplemento de NAM aumentó (1.39 

veces) con respecto al grupo fructosa (Figura 9. B). 
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Figura 9. Efecto de NAM sobre los nucleótidos de piridina.  Los valores son expresados con media ± D.E. de 

5 animales por grupo.  *P<0.05 comparado con el control. θP<0.05 comparado con glucosa. ΩP<0.05 

comparado con glucosa o glucosa + 0.06% NAM. #P<0.05 comparado con fructosa. &P<0.05 comparado con 

el control o glucosa. 
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7. DISCUSIÓN 

NAM tiene propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias que indica su posible valor 

terapéutico en la esteatosis hepática. En este estudio en modelo experimental murino 

encontramos que la administración de NAM disminuye alteraciones hepáticas en G6PD y el 

estado redox, además atenuó el incremento en AGL séricos, inflamación, estrés oxidativo, 

esteatosis y daño hepático inducidos por el alto consumo de glucosa o fructosa,. 

El consumo crónico y elevado de carbohidratos altera señales de saciedad, estimulando 

mayor ingesta calórica y ganancia de peso; justificando lo observado en los grupos glucosa 

o fructosa. Además, sobreactiva la lipogénesis de novo en el hígado y enterocitos del 

intestino, que junto con productos de la lipolisis del adipocito incrementaron AGL y TG 

circulantes. El aumento en los niveles de TG séricos y hepáticos fue mayor en el grupo 

fructosa comparados con el grupo control, sugiriendo que es debido a su rápida absorción 

en el lumen intestinal por GLUT5 específico para fructosa (Douard y Ferraris, 2008) lo que 

se ha asociado con un aumento en la lipogénesis y formación de quilomicrones en los 

enterocitos (Steenson et al., 2017), además gran parte de la fructosa se metaboliza en los 

hepatocitos, la fructosa en los hepatocitos y enterocitos  es fosforilada en una reacción que 

escapa del control por el estado energético celular. Finalmente, en gran medida el de los 

carbonos de fructosa es la formación de TG sirviendo como intermediarios los ácidos 

grasos. Por ello, fructosa es considerada más lipogénica que glucosa. Colesterol no presentó 

cambios con ninguno de los tratamientos. 

Los incrementos de AGL, TG (séricos y hepáticos) y la esteatosis hepática en ambos 

grupos se asociaron con hiperinsulinemia e hiperglucemia; indicativo de resistencia a la 

insulina. El ácido palmítico, primer producto de  lipogénesis de novo, promueve resistencia 

a la insulina y muerte en la mayoría de las estirpes celulares (Wei y Pagliassotti, 2004). En 

hepatocitos cultivados con ácido palmítico se incrementa la fosforilación en serina del IRS-

1 previniendo la señalización por insulina, y así evitando activación de PI3K/Akt. La 

fosforilación de serina es inducida por activación de JNK por TNF α y ERO o activación  

de PKC θ por diacilglicerol (Nakamura et al., 2009; Samuel y Shulman, 2012). 

La acción del aumento de ERO en ambos grupos sobre el aumento intracelular de ácidos 

grasos genera 4-hidroxi-nonenal y MDA, más los cuerpos hialinos o de Mallory que 
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perturban el citoesqueleto del hepatocito modificando la permeabilidad de membrana, 

viabilidad celular, y salida de proteínas al medio extracelular; justificando los incrementos 

TBARS, ALT y AST. 

A pesar que NAM disminuyó TG hepáticos,  no disminuyó significativamente glucosa y 

TG séricos, sí previene total o parcialmente el incremento de AGL, transaminasas y 

TBARS séricos indicando que frena el daño hepático y que el grado de daño se presenta en  

relación directa con la concentración de AGL. El efecto citoprotector de NAM se atribuye a 

que previene el agotamiento de NAD+, en parte por inhibir enzimas que lo consumen como 

PARPs y SIRTs, aunque en algunos casos puede ser activador de SIRT. Durante la 

gluconeogénesis SIRT tiene una función relevante, porque la mayoría de enzimas hepáticas 

y algunos factores de transcripción que regulan gluconeogénesis son acetilados en respuesta 

a nutrientes. SIRT2 desacetila y estabiliza a PEPCK-C, PGC-1α y FOXO1 incrementando 

la gluconeogénesis. En contraste, la depleción de SIRT1 hepática disminuye la 

gluconeogénesis en ratones obesos. En el modelo de diabetes inducida por dieta alta en 

grasa en ratas obesas, NAM aumentó la expresión de SIRT1 y nicotinamida 

fosforibosiltransferasa incrementando la síntesis de NAD+ y NAD+/NADH; la 

disponibilidad de NAD+ activa a SIRT1 mejorando la homeostasis de glucosa y la función 

mitocondrial (Yang et al., 2014).  

Es posible que la dosis y el tiempo de NAM empleados en el presente estudio fueron 

insuficientes para controlar la glicemia. Sin embargo, el efecto central de NAM en el grupo 

glucosa fue disminuir el estado reductor dado por NADH/NAD+ y NADPH/NADP+. En el 

grupo fructosa NAM también disminuyó NADH/NAD+, sin afectar NADPH/NADP+. Por 

tanto, disminuir el estrés reductor indica menor producción de ácidos grasos, menor trabajo 

para la β oxidación y formación de NADH; impidiendo sobre-flujo de electrones a la 

cadena respiratoria mitocondrial y menor formación de ERO. 

Dentro de los cambios redox críticos inducidos por glucosa o fructosa estuvieron  la 

disminución de GSH y GSH/GSSG; en concordancia con lo que ocurre cuando la esteatosis 

hepática es inducida con dieta alta en grasa (El-Din et al., 2014; Ren et al., 2014; Lin et al., 

2014; El-Lakkany et al., 2016) y en EHGNA (Liu  et al., 2015). La actividad antioxidante 

del glutatión depende de su síntesis de novo y de su ciclo redox. El ciclo elimina 



 
 

42 
 

hidroperóxidos y productos finales de peroxidación de lípidos regenerando GSH; su 

eficiencia depende de NADPH y de la acción coordinada de GPx y GR. GPx reduce 

peróxidos a expensas de GSH formando GSSG, el cual es transformado a GSH por GR. La 

caída abrupta de GSH hepática puede reflejar aumento en la producción de oxidantes 

excediendo la capacidad de desintoxicación de GSH. Conjuntamente, fallas en la eficiencia 

de la vía redox para mantener GSH a falta de NADPH. El encuentro que NAM previno 

ligeramente la disminución de GSH y GSH/GSSG puede ser explicado por un daño en la 

vía de transulfuración, exportación del GSSG que puede mediar reacciones de oxidación y 

la conjugación del GSH con moléculas intracelulares para proteger de la oxidación. 

Todas las NOX producen superóxido utilizando NADPH, de aquí el vínculo de G6PD con 

NOX. Consistente con esto, el mRNA de NOX4 incrementó en los grupos con ingesta alta 

de glucosa o fructosa. Pacientes con EHNA,  roedores con dieta deficiente en colina o 

tratadas con fructosa al 10%, y  cultivo primario de hepatocitos con ácido palmítico 

presentan incremento del mensajero de p22(phox) y p47(phox) de NOX (Bettaieb  et al., 

2015; Ganji et al., 2015; Abreu et al., 2014; Castro et al., 2014). En nuestro modelo el 

incremento de NOX4 por glucosa o fructosa fue simultáneo con aumentos de G6PD, 

NADPH y TBARS indicando una posible asociación entre NOX4 y la actividad de G6PD. 

A pesar que el análisis histológico no mostró fibrosis, las concentraciones de TNF α 

incrementaron en ambos grupos. TNF α se asocia con inflamación, resistencia a la insulina 

y fibrosis hepática (Liu, 2014; Eslamparast et al., 2014). Los ácidos grasos y NOX elevan 

la producción de ERO dañando biomoléculas y activando al NFkB, que promueve 

expresión de citocinas pro-inflamatorias incluyendo TNF α (Ji et al., 2011). Por otra parte, 

el decremento de GSH y baja actividad de enzimas antioxidantes (Choi et al., 2016; 

Köroğlu et al., 2016; Kobyliak et al., 2016; Yang et al., 2016) sensibilizan las células para 

que TNF α pueda iniciar apoptosis o necrosis. En sustento a lo mencionado, los resultados 

de Ehc del par GSH/GSSG indican que en ambos grupos pudo haber sido modificado el 

ambiente redox alterando la traducción de señales. Al parecer los cambios en 

GSH/NOX4/TNF α en ambos grupos dependen del desajuste dado por GSH/GSSG, 

NADH/NAD+ y  NADPH/NADP+. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ganji%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26024755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abreu%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24863087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24361606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%B6ro%C4%9Flu%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27458852
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobyliak%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27152074
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20ZR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27075663
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Llama la atención que ambos grupos presentaron un ambiente altamente reductor, dado por 

NADH/NAD+ siendo más marcado con fructosa (2.4 veces más) indicativo del aumento de 

NADH vía glicolítica, ciclo de Krebs y β oxidación; todas a expensas de NAD+ y 

activación de enzimas que consumen NAD+. Así mismo, existe posible desacoplamiento 

entre formación de NADH y su reoxidación y presencia de hipoxia (Lefere et al., 2016). 

Adicionalmente, NADPH/NADP+ contribuyó al estrés reductor incrementado con glucosa e 

inesperadamente, una caída de NADPH/NADP+  por fructosa, contrastada con el aumento 

de NADH/NAD+. A pesar de esto, las concentraciones de NADPH fueron altas (datos no 

mostrados) con respecto al control; lo cual dependió probablemente de síntesis y 

disponibilidad de NADP+ mediante la fosforilación de NAD(H) por NAD+ cinasa (Pollak et 

al., 2007). Con esta apreciación, el grupo fructosa mostró decremento de NAD+ (- 2 veces) 

aumentando NADP+ (1.6 veces) con respecto a glucosa (datos no mostrados). Esto debió 

reflejarse en aumento de NADPH/NADP+ aunque no ocurrió, posiblemente suceda a mayor 

gasto de NADPH durante la lipogenesis de novo, elongación de ácidos grasos, así como 

eventos que requieren NADPH (evidenciado por aumentos de TG y ERO). No obstante que 

se reconoce la función crítica de NAD(P)+ y su estado redox, falta entender su dinámica 

celular y su metabolismo en abundancia crónica de carbohidratos.  

El incremento observado de NADPH/NADP+  en el grupo glucosa es consecuencia de la 

sobre-activación de G6PD. No obstante que no se observó aumento de NADPH/NADP+ 

con fructosa a pesar de que en este grupo la actividad de G6PD aumentó un 100% más que 

en el grupo de glucosa siendo evidente que la actividad, concentración y mensajero de 

G6PD fue mayor significativamente en éste grupo comparado con el control y glucosa; 

reforzando lo encontrado con la caída de NADPH/NADP+. 

El efecto de carbohidratos sobre G6PD ha sido estudiado ampliamente utilizando diferentes 

modelos (Ragab et al., 2015; Takeuchi et al., 2014; Castro et al., 2014; Zheng et al., 2014) 

(Kumar y Bhandari, 2015; Wang  et al., 2012). El mecanismo que media los incrementos de 

G6PD es a través de nutrientes y factores hormonales o locales que activan  SREBP-1c, 

LXR y ChREBP, los que a su vez inducen la transcripción de genes lipogénicos y 

glucolíticos. El gen de G6PD tiene sitios de respuesta para hormonas, nutrientes, SREBP y 

ChREBP. 
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Fue evidente que en los grupos suplementados con NAM disminuyó la expresión, cantidad 

y actividad de G6PD junto con NOX4 y TNF α aumentando GSH;  lo cual se reflejó en 

decremento de TBARS y AGL disminuyendo la esteatosis hepática.  

Previamente demostramos en adipocitos 3T3-L1 que NAM regula a la actividad de G6PD 

mediante una inhibición no competitiva mixta (Torres et al., 2013). En éste trabajo, 

observamos nuevamente el efecto regulador de NAM sobre G6PD, aunque a nivel de 

transcripción. Considerando que NADPH/NADP+ es el principal regulador de G6PD, se 

esperaría que la actividad sea  baja; sin embargo, esto no ocurre en los grupos  glucosa o 

fructosa. Probablemente, G6PD se encuentre fosforilada por alguna cinasa tipo AMP 

cinasa, c-Src, mTOR, PI3K/Akt; ya que en estudios previos se demostró que la inhibición 

de las cinasas mejoran GPx y GR, restaurando las concentraciones de GSH; similar a 

nuestros resultados (Wagle et al., 1998; Gupte et al., 2009). Así, además de aumentar la 

poza de NAD+, NAM pudiera regular a G6PD de forma indirecta al impedir su 

fosforilación.  

En fibrosis pulmonar, la forma ácida de NAM restaura el equilibrio redox celular, 

disminuyendo lipoperoxidación al  incrementar la actividad de GPx (Arauz et al., 2015). 

Por otra parte, la administración de NAM en el ratón GNMT-KO previene el hígado graso y 

fibrosis, debido a que decrece SAMe a través de inhibir una red de genes inducidos por Ras 

y JAK/STAT; permitiendo la síntesis de GHS (Varela et al., 2010). Src, Ras, JAK/STAT  

son activadas por ERO los cuales son producidos  por NOX4. 

Por tanto, NAM abate el desequilibrio metabólico y celular provocado por glucosa o 

fructosa, mediante la disminución del aumento de G6PD y NADPH/NADP+ mejorando 

GSH/GSSG y en consecuencia frenando  la esteatosis hepática no alcohólica. 

 

8. CONCLUSIÓN 

➢ Con el consumo crónico y excesivo de glucosa y fructosa por 90 días indujo el 

aumento de peso corporal y sobreactivación de la lipogénesis de novo, justificados por 

incrementos en AGL y TG. 
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➢ Hay incrementos significativos de G6PD junto con NOX4 con ambos carbohidratos. 

➢ Glucosa y fructosa provocan un ambiente reductor dado por NADH/NAD+ y 

NADPH/NADP+ que indica mayor producción de AG y ERO. 

➢ NAM disminuyó TG, AGL, ALT, AST y TBARS, frenando el daño hepático. 

➢ NAM disminuyó la cantidad, expresión y actividad de G6PD, así  mismo NOX4 y 

TNF α, en contraste aumenta GSH, lo cual se refleja en disminución de AGL, 

disminuyendo la esteatosis hepática.  

➢ NAM abatió el desequilibrio metabólico y celular provocado por glucosa y fructosa, 

mediante la disminución del aumento de G6PD y NADPH/NADP+ mejorando 

GSH/GSSG y en consecuencia frenando la esteatosis hepática mejorando la 

arquitectura tisular.  

 

9. PERSPECTIVAS 

➢ Evaluar cambios post-traduccionales de la G6PD, como glicosilación, acetilación y 

fosforilación. 

➢ Evaluar la síntesis de novo de GSH. 

➢ Medir la enzima para la síntesis de NAD+ (nicotinamida fosforibosiltransferasa) y 

NADP+ (NAD cinasa). 
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