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RESUMEN ABSTRACT
Introducción: dados los efectos pleiotrópicos de los glucocor-
ticoides (GCs) sobre el metabolismo, los niveles excesivos y 
sostenidos de GCs circulantes tienen efectos deletéreos e in-
crementan la morbilidad y mortalidad cardiovascular.
Objetivos: estudiar el efecto de la terapia antioxidante (con 
ácido lipoico o melatonina) sobre la hiperactivación del eje hi-
potálamo-hipófiso-adrenal (HHA) en animales alimentados con 
dieta rica en sacarosa (DRS).
Materiales y métodos: se evaluó la actividad del eje HHA y se 
determinaron parámetros hormonales, de estrés oxidativo y de 
inflamación en la adenohipófisis de animales tratados con DRS 
durante tres semanas. 
Resultados: los animales del grupo DRS mostraron mayores 
niveles circulantes de hormona adrenocorticotropa (ACTH, por 
sus siglas en inglés) y corticosterona. En paralelo se detectó 
un aumento en la expresión del polipéptido precursor (proopio-
melanocortina, POMC) y de ACTH en la adenohipófisis, donde 
también se observó un aumento de lipoperóxidos y proteínas 
nitradas en tirosina (daño oxidativo), un mayor número de ma-
crófagos tisulares y un incremento en la producción de IL-1be-
ta. El tratamiento antioxidante previno los cambios en estos 
parámetros. En particular la melatonina también normalizó la 
actividad del eje HHA y la expresión hipofisaria de POMC. 
Conclusiones: la sobrecarga metabólica inducida por la adminis-
tración de DRS genera daño oxidativo e inflamación en la adeno-
hipófisis. La activación de los macrófagos tisulares producida en 
consecuencia podría impactar sobre los corticotropos hipofisarios 
e inducir su hiperfunción. La melatonina podría utilizarse como he-
rramienta terapéutica para normalizar la actividad del eje HHA en 
modelos de obesidad por dieta.

Palabras clave: dieta rica en sacarosa; adenohipófisis; eje hi-
potálamo-hipófiso-adrenal; estrés oxidativo; inflamación; ácido 
lipoico; melatonina.
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Introduction: given the pleiotropic effects of glucocorticoids 
(GCs) on metabolism, excessive and sustained levels of circu-
lating GCs, have deleterious effects and increase cardiovascu-
lar morbidity and mortality.
Objectives: to study the effect of antioxidant therapy on hyperac-
tivation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in animals 
fed a sucrose-rich diet (SRD).
Materials and methods: the activity of the HPA axis was eva-
luated and hormonal, oxidative stress and inflammation para-
meters were determined in the adenohypophysis of animals 
treated with SRD for trhee weeks.
Results: animals from the SRD group showed higher circu-
lating levels of adrenocorticotropic hormone (ACTH) and cor-
ticosterone. In parallel, an increase in the expression of the 
polypeptide precursors, POMC and ACTH were detected in 
the adenohypophysis. We also observed an increase in lipope-
roxides and proteins nitrated in tyrosine (oxidative damage), a 
greater number of tissue macrophages and an increase in the 
production of IL-1beta. Antioxidant treatment prevented all the-
se changes. In particular, melatonin also normalized the activity 
of the HPA axis and pituitary expression of POMC. 
Conclusions: the metabolic overload induced by the adminis-
tration of SRD generates oxidative damage and inflammation in 
the adenohypophysis. Activation of tissue macrophages could 
affect, in turn, pituitary corticotrophs inducing their activation. 
Melatonin could be used as a therapeutic tool to normalize the 
activity of the HPA axis in diet obesity models.

Key words: sucrose rich diet; adenohypophysis; hypothalamic-
pituitary-adrenal axis; oxidative stress; inflammation; lipoic 
acid; melatonin.
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INTRODUCCIÓN
El síndrome metabólico (SM) se caracteriza 

por la presencia de obesidad, dislipidemia, hiper-
tensión, hiperinsulinemia e hiperglucemia leve1. 
Entre otras complicaciones a largo plazo, el esta-
blecimiento de insulinorresistencia (IR) es un fac-
tor de riesgo para las enfermedades cardiovascu-
lares y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y, por lo 
tanto, el desarrollo de prácticas de prevención es 
un objetivo relevante para la Salud Pública.

La prevalencia creciente del SM se asocia, en-
tre otros factores, a cambios en el estilo de vida y el 
consumo de dietas inadecuadas2. En cuanto a esto 
último, diversos estudios indicaron que la ingesta 
de un exceso de fructosa o sacarosa puede gene-
rar SM3-5 y, en ese sentido, la alimentación de roe-
dores con dietas ricas en sacarosa (DRS) demostró 
ser un modelo útil para evaluar los mecanismos 
involucrados porque presenta características simi-
lares a las observadas en pacientes con SM6-8.

Se ha postulado que un incremento en los niveles 
circulantes de glucocorticoides (o de su activación en 
tejidos blanco) participaría del desarrollo y manteni-
miento de la obesidad y del SM, ya que pacientes con 
síndrome de Cushing, por ejemplo, presentan un me-
tabolismo anormal de lípidos y glucosa que se acom-
paña de IR9-12. Sin embargo, el análisis de los estudios 
publicados no arroja resultados concluyentes13-15.

Recientemente demostramos que ratas ali-
mentadas con sacarosa al 30% en el agua de be-
bida (DRS) desarrollan IR y cambios en la activi-
dad del eje hipotálamo-hipófiso- adrenal (HHA)16,17. 

Luego de siete semanas de tratamiento, detec-
tamos un aumento en los niveles circulantes de 
glucocorticoides (GCs), que correlacionó con una 
respuesta alterada a la insulina18.

El desarrollo de IR se relacionó con la genera-
ción de estrés oxidativo, la producción de citoqui-
nas proinflamatorias, la inducción de una respues-
ta de fase aguda y la activación de los macrófagos 
del tejido adiposo19-21. De hecho, se ha postulado 
que la producción de especies reactivas de oxí-
geno (ROS, por sus siglas en inglés) es una vía 
común para la inducción de IR por glucosa, ácidos 
grasos libres y citoquinas22.

Tanto las citoquinas como las ROS pueden 
afectar la actividad del eje HHA23-28. En particular, la 
producción de hormona adrenocorticotropa (ACTH, 
por sus siglas en inglés) por células corticotropas 
hipofisarias se estimula en presencia de citoquinas 
y en concentraciones suprafisiológicas de glucosa 
(que implican la generación de ROS)29,30.

Diversos estudios demostraron los efectos 
beneficiosos de la suplementación dietaria con 
micronutrientes con propiedades antioxidantes, 
como el ácido α-lipoico (o tióctico -AL-), como com-
plemento a las terapias clásicas para la prevención 
o tratamiento de complicaciones diabéticas como 
la neuropatía, nefropatía y cardiomiopatías diabé-
ticas31,32. El AL es un ditio-compuesto que parti-
cipa del metabolismo energético mitocondrial y 
junto con su metabolito, el ácido dihidrolipoico, 
son considerados buenos antioxidantes porque 
son potentes eliminadores de ROS y de especies 
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reactivas del nitrógeno (RNS, por sus siglas en in-
glés), en dominios lipídicos y acuosos son quelan-
tes de metales33, y están implicados en la regene-
ración de otros antioxidantes como las vitaminas 
E y C, y el glutatión reducido34.

La melatonina (5 metoxi-N-acetiltriptamina), 
producida por la glándula pineal, es una molécu-
la multifuncional que participa, entre otros pro-
cesos, de la regulación del ritmo circadiano, la 
respuesta inmune y el período fértil en anima-
les con ciclos reproductivos35,36. La melatonina 
es, además, un importante depurador de ROS y 
RNS, tanto en concentraciones fisiológicas como 
farmacológicas37,38, activa enzimas antioxidantes 
como la superóxido dismutasa (SOD) y la gluta-
tión peroxidasa (GSH-Px) e induce la actividad 
de la γ-glutamilcisteína sintetasa al estimular así 
la producción de glutatión (GSH)39,40. Asimismo 
múltiples evidencias experimentales demuestran 
propiedades antiinflamatorias de la melatonina 
relacionadas con la inhibición de la óxido nítrico 
sintasa inducible iNOS (sus siglas en inglés) y la 
eliminación del peroxinitrito41,42.

En nuestro laboratorio, en este modelo ani-
mal de IR, detectamos un incremento en la ac-
tividad del eje HHA que fue previo a cambios en 
la sensibilidad a insulina. En ese sentido, en este 
estudio nos propusimos evaluar los efectos del 
tratamiento antioxidante (AL y/o melatonina) so-
bre la activación del eje HHA en animales alimen-
tados con DRS. Nuestros resultados muestran los 
efectos beneficiosos del tratamiento con ambas 
moléculas sobre los cambios observados en la 
función hipofisaria en ratas alimentadas con DRS, 
y sugieren que el estrés oxidativo y la inflamación 
determinadas a nivel hipofisario participan de la 
desregulación del eje HHA.

MATERIALES Y MÉTODOS
Animales

En este estudio se utilizaron ratas Wistar ma-
cho adultas (200-250 g) alojadas (tres animales/
jaula) en condiciones controladas de humedad y 
temperatura (21±2ºC), con un ciclo de luz-oscu-
ridad de 12 horas (h). Los animales recibieron ali-
mento estándar ad libitum y como bebida, agua 
(grupo C) o una solución de sacarosa al 30% p/v 
(grupo DRS) durante tres semanas. Se evaluó la 
resistencia a la insulina mediante una prueba de 
tolerancia a la insulina durante la tercera sema-
na de tratamiento12. Todos los protocolos fueron 

aprobados por el Comité de Uso y Cuidado de 
Animales (CICUAL) de la Facultad de Medicina 
de la Universidad de Buenos Aires y siguieron los 
“Principios del cuidado de animales de laborato-
rio” (publicación NIH Nº 85-23, revisada en 1985).

Tratamientos antioxidantes
Los animales se dividieron al azar en cuatro gru-

pos experimentales: C (control), DRS, antioxidante 
y antioxidante con DRS. Los tratamientos con anti-
oxidantes y DRS se iniciaron simultáneamente.

Se utilizaron dos antioxidantes diferentes: áci-
do lipoico (AL) y melatonina (MEL). Los animales 
recibieron AL, 100 mg/kg, i.p., cada 48 h. Los ani-
males de los grupos sin tratamiento con AL reci-
bieron inyecciones de solución salina con la mis-
ma frecuencia como tratamiento simulado. A otro 
grupo de animales se le implantó un pellet subcu-
táneo de melatonina (20 mg con 3% p/v de aceite 
vegetal, comprimido en un cilindro de 2,5 mm de 
diámetro y 1 mm de longitud), mientras que los 
grupos controles fueron sometidos a una opera-
ción simulada sin implante de pellet. La melato-
nina se obtuvo de Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, EE.UU.). El pellet de melatonina se implantó 
subcutáneamente debajo de la piel del cuello y se 
reemplazó cada 10 días43.

Muestras de tejido y suero
Finalizados los tratamientos, los animales se 

sacrificaron por decapitación, entre las 9:00 h y las 
10:00 h para minimizar las variaciones circadianas 
entre los grupos, y se recolectó sangre troncal. 
Las glándulas hipofisarias se disecaron sobre hie-
lo y se homogenizaron en buffer fosfato (Na2H-
PO4 50 mmol/L pH 7.4; EDTA 0.2 mmol/L, KCl 100 
mmol/L) con inhibidores de proteasas (cocktail 1X, 
Sigma Aldrich, Argentina) o en reactivo TRI (Gen-
biotech, Argentina) para el aislamiento de ácido 
ribonucleico (ARN) total.

Mediciones bioquímicas y hormonales
Los esteroides se extrajeron del suero con di-

clorometano y su concentración sérica se deter-
minó por radioinmunoensayo, como se describió 
anteriormente44. La concentración plasmática de 
ACTH se determinó mediante el sistema de inmu-
noensayo Immulite 2000® (Siemens, Alemania), 
y los niveles séricos de glucosa y triglicéridos se 
evaluaron mediante ensayos comerciales colori-
métricos (Wiener Lab, Argentina o Randox, Reino 
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Unido). La concentración de melatonina en suero 
se analizó mediante un ensayo de ELISA competi-
tivo (IBL International INC, Hamburgo, Alemania).

Niveles de lipoperóxidos  
y actividad de catalasa

Los tejidos hipofisarios se homogenizaron en 
400 μl de buffer TBARS (KH2PO4 15 mM/ K2PO4, 
KCl 60 mM, pH 7,4) con inhibidores de proteasas. 
Los niveles de lipoperóxidos se determinaron en los 
sobrenadantes de centrifugación (1.000 xg por 10 
minutos a 4ºC), como especies reactivas al ácido tio-
barbitúrico, de acuerdo a protocolos ya descriptos45.

La actividad de la catalasa se determinó según 
los procedimientos publicados46 con modificacio-
nes menores. Brevemente, los homogenatos hi-
pofisarios se diluyeron 1:10 en buffer de fosfato 
sódico 50 mM, pH 7.4 y se colocaron 100 μl de 
esta dilución en una cubeta espectrofotométrica. 
Las reacciones se iniciaron mediante la adición de 
60 μl de H2O2 2.5 volúmenes (223 mM) y se regis-
tró la absorbancia a 240 nm durante 120 segun-
dos. La actividad, expresada como μM de H2O2 
consumido por minuto por μg de proteína, se cal-
culó a partir de la pendiente de la curva correspon-
diente considerando un coeficiente de absorción 
molar de 0.0394 mM-1cm-1 para el H2O2.

Inmunohistoquímica
Los animales se anestesiaron con una mezcla 

de ketamina y xilazina (50 mg/kg-2 mg/kg) y lue-
go se perfundieron intracardíacamente con para-
formaldehído al 4% en buffer fosfato 0.1 M, pH 
7.4. Los tejidos hipofisarios disecados se fijaron 
posteriormente en el mismo fijador (12 h) y se 
deshidrataron incubándolos con soluciones de 
concentraciones crecientes de etanol (70%, 90% 
y 100% v/v). Los tejidos se clarificaron con acetato 
de N-butilo y se incluyeron en parafina (Biopack, 
CABA, Argentina). Las glándulas hipofisarias se 
cortaron en secciones de 4 μm usando un micróto-
mo giratorio (RM2125 RTS, Leica, Alemania). Cada 
sección se recolectó en portaobjetos cargados y 
luego se deshidrataron por calor (50ºC durante 10 
minutos). Luego de la desparafinación y la rehi-
dratación, se realizó la recuperación del antígeno 
incubando las secciones en buffer citrato (citrato 
de sodio 10 mM, Tween-20 0,05%, pH 6.3) duran-
te 30 minutos a 100ºC. El tejido se permeabilizó 
con Tritón X-100 0,3% en PBS 1X. Después de 
tres lavados, los cortes se incubaron durante 1 h 

en solución de bloqueo (2% de suero de caballo 
normal). La inmunodetección se realizó utilizando 
los siguientes anticuerpos primarios: anti-F4/80 
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) o 
anti-IBA-1 (1:500, Wako Laboratory, EE.UU.) y an-
ticuerpos secundarios conjugados con fluoróforo 
(Jackson Immuno Research, EE.UU.). Los núcleos 
se tiñeron con DAPI y los cortes se montaron con 
medios para fluorescencia (Vectashield, Vector La-
boratories, EE.UU.), y las imágenes se adquirieron 
en un microscopio de fluorescencia (BX-50 Olym-
pus, EE. UU.) a través de una cámara digital incor-
porada (3CCD, Sony, EE.UU.). El procesamiento se 
realizó con el software Image J (NIH, Bethesda, 
MD, EE.UU.). El número de células positivas para 
Iba1 se contó en un área de 500 x 500 píxeles (12 
imágenes por tratamiento).

Ensayos de PCR en tiempo real (qRT-PCR)
La transcripción inversa se realizó con la enzi-

ma MMLV (Life Technologies, Argentina) como se 
describió anteriormente47. Las amplificaciones por 
PCR en tiempo real se efectuaron en un termo-
ciclador Rotor-Gene Corbett Life Science (Corbett 
Research, Sidney, NSW, Australia) y para la cuan-
tificación se utilizó el software Rotor Gene 6000 
Series (versión 1.7 Build 40, Hilden, Alemania). Las 
secuencias de los primeros utilizados en este es-
tudio se muestran en la Tabla 1. Los niveles de ex-
presión génica se normalizaron con Actb (actina) 
como control interno con el método de cuantifica-
ción relativa de ΔΔCt48.

Análisis por inmunoblot
Las muestras de tejido se sometieron a SDS-

PAGE y transferencia a membranas de PVDF con 
el sistema Trans-Blot Semi-Dry (Bio-Rad Labora-
tories Inc., EE.UU.). Las membranas se trataron 
como se describió anteriormente13. Para los inmu-
noblots de POMC/ACTH las muestras se analiza-
ron por electroforesis en geles de poliacrilamida 
con SDS con algunas modificaciones al protocolo 
estándar. Brevemente se utilizaron geles separa-
dores de acrilamida/bisacrilamida al 16% prepara-
dos en Tris- HCl 1M pH 8.45, SDS 0,3%, glicerina 
10% y los buffers de corrida fueron para el buffer 
del ánodo: Tris-HCl 100 mM pH 8.9 y para el del cá-
todo Tris-Tricina 100 mM, SDS 0,1% pH 8.25. Las 
proteínas se transfirieron a membranas de PVDF 
a 15V, overnight, en tris-acetato 300 mM pH 8.6. 
Para el revelado del inmunoblot se utilizó el an-
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ticuerpo monoclonal de ratón contra ACTH (San-
ta Cruz Biotechnology Cat. Nº sc-52980, RRID: 
AB_831670).

Luego de la incubación con un segundo anti-
cuerpo adecuado (IgG de caballo, anti-ratón con-
jugado con peroxidasa de rábano picante, Cell 
Signaling Technology, EE.UU., Cat Nº 7076, RRID: 
AB_330924), las membranas se revelaron con el 
reactivo de ECL (GE, EE.UU.), la quimioluminis-
cencia se detectó con el sistema Image Quant 
Imaging (GE Healthcare, Pittsburgh, EE.UU.) y la 
cuantificación se realizó con el software Image J 
(NIH, Bethesda, MD, EE.UU.).

Análisis estadístico
Todos los valores se expresaron como 

media±SEM de n determinaciones experimenta-
les. Las diferencias entre los grupos se analizaron 
mediante la prueba t de Student no pareada de dos 
colas o por ANOVA de una vía, según correspondie-
ra. Cuando el ANOVA arrojó diferencias significativas 
(p<0,05), se efectuaron comparaciones post hoc 
(prueba de Tukey o de Dunnett) para determinar la di-
ferencia estadística entre los grupos. Para todos los 
cálculos se usó GraphPad InStat versión 3.06 para 
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

MEL (pg/ml)

Sin tratamiento 153,2±49,4

Mel (implante con Mel-3d) 951,7±87,9**

Mel (implante con Mel-7d) 466,3±87,0 *

Los datos se expresan como media±SEM, n=4. 
*p<0,05 y **p<0,01 vs. control sin tratamiento por ANOVA 
seguido del test de Dunnett.

Tabla 1: Niveles de melatonina circulante en animales sin y 

con tratamiento con melatonina.

RESULTADOS
El consumo de DRS durante tres semanas 

indujo incrementos significativos en los paráme-
tros metabólicos, como glucemia y trigliceride-
mia, determinados luego de 6 h de ayuno (GLU, 
C: 93,3±1,9 vs. DRS: 102,3±1,9, p<0,05; TAG, C: 
75,5±4,4 vs. DRS: 101,0±8,8, p<0,001). En esta 
etapa del tratamiento no se observaron diferencias 
significativas en el peso corporal (C: 304,0±10,5 
vs. DRS: 331,7±7,9, p=0,27) o en la sensibilidad a 
la insulina entre ambos grupos de animales (KITT 
C: 3,33±0,34 vs. DRS: 3,32±0,30, p=0,98).

Los animales tratados con DRS también presen-

taron mayores niveles circulantes de ACTH y corti-
costerona que los correspondientes controles (Figu-
ra 1A). Estos resultados sugieren que el consumo 
de DRS induce cambios en la actividad del eje HHA 
que son previos a los cambios en la sensibilidad a 
la insulina. En concordancia, en la adenohipófisis de 
estos animales se determinó un incremento en los 
niveles de ARNm del polipéptido precursor POMC y 
del peptido ACTH (Figura 1B y C).

Con el fin de analizar los procesos involucra-
dos en los cambios hormonales observados, se 
evaluó el efecto de la dieta sobre la generación 
de estrés oxidativo/nitrosativo e inflamación en 
la adenohipófisis. Nuestros resultados indicaron 
un aumento significativo en los niveles de lipo-
peróxidos (medidos como sustancias reactivas al 
ácido tiobarbitúrico o TBARS, Figura 2A) y de pro-
teínas modificadas con nitrotirosina (Figura 2B) 
en los animales del grupo DRS. Con respecto a 
las enzimas antioxidantes, detectamos una mayor 
actividad de catalasa (Figura 2C) y una mayor ex-
presión de hemoxigenasa-1 (HO-1) (Figura 2D) en 
las adenohipófisis de estos animales. Asimismo 
observamos un número significativamente mayor 
de células positivas para el marcador de macró-
fagos (F4/80+) y para el de células derivadas de 
monocitos (IBA-1+) (Figura 3D), y un aumento en 
los niveles de la proteína de F4/80 (Figura 2F) en 
la adenohipófisis de los animales del grupo DRS.

En conjunto, nuestros resultados sugirieron 
que la alimentación con DRS durante tres sema-
nas indujo estrés oxidativo/nitrosativo e inflama-
ción, en paralelo con un aumento significativo en 
los niveles de POMC y ACTH en el tejido adenohi-
pofisario. Analizamos, entonces, el efecto del tra-
tamiento antioxidante administrado desde el inicio 
de la modificación dietaria sobre los parámetros 
mencionados anteriormente.

Ninguno de los antioxidantes utilizados tuvo 
efecto sobre el peso corporal ni sobre los niveles 
séricos de TAG o glucosa en los grupos estudiados 
(datos no mostrados). Los resultados indicaron 
que la melatonina, pero no el ácido lipoico, impidió 
eficazmente la generación de peróxidos lipídicos 
en el tejido adenohipofisario (Figura 3A). Ambos 
antioxidantes previnieron, en cambio, el incremen-
to de la actividad de catalasa (Figura 3B) y la ex-
presión de hemoxigenasa-1 (Figura 3C), y también 
evitaron el aumento de la inmunorreactividad para 
IBA-1 (Figura 3D) en las glándulas pituitarias de las 
ratas tratadas con DRS. Los tratamientos antioxi-
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dantes previnieron, asimismo, el incremento en 
los niveles de expresión de TNF-α o de IL-1β.

Finalmente evaluamos el efecto de los antioxi-
dantes sobre la actividad del eje HHA. El tratamien-
to con melatonina previno la hiperactivación de los 
corticotropos hipofisarios en ratas tratadas con 
DRS, como lo demuestran la expresión hipofisaria 
del péptido ACTH (Figura 4A), y los niveles circu-
lantes de ACTH (Figura 4B) y corticosterona (Figura 

4C) en el grupo DRS+MEL. El ácido lipoico per se 
tuvo un importante efecto estimulatorio sobre la 
producción de ACTH hipofisaria (y también sobre 
la corticosteronemia) y no previno el incremento en 
ambos parámetros en los animales del grupo DRS 
(Figuras 4B y C). Estos resultados sugieren la posi-
ble utilización de melatonina en la prevención de las 
alteraciones tempranas en la actividad del eje HHA 
inducidas por dietas ricas en sacarosa.
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Se analizaron los niveles circulantes de ACTH y corticosterona por un inmunoensayo quimioluminiscente y por RIA respectivamente (A). 
Los niveles de ARNm de POMC se determinaron por RT-qPCR (B). Los datos se muestran como media±SEM, n=12 animales por grupo, 
*p<0,05 y **p<0,01 vs. control por test t de Student. C) Se muestra un inmunoblot representativo de la expresión de ACTH en la adeno-
hipófisis y el análisis densitométrico correspondiente a cuatro experimentos independientes. Los datos se muestran como media±SEM, 
n=4 animales por grupo, **p<0,01 vs. control por test t de Student.

Figura 1:  Activación del eje HHA por la administración de una DRS durante tres semanas.
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A) Niveles de lipoperóxidos determinados como TBARS. Los datos se muestran como media±SEM, n=12, *p<0,05 vs. C por el test t de 
Student. En B) se muestra un inmunoblot representativo de los niveles de proteínas modificadas en nitro-tirosina. C) Actividad de cata-
lasa expresada como media±SEM, n=6 *p<0,05 vs. C por el test t de Student. En D) se muestra un inmunoblot representativo con los 
niveles de expresión de HO-1. E) Evaluación inmunohistoquímica de señal positiva para el marcador de células derivadas de monocitos, 
F4/80 (flechas blancas). Los núcleos se tiñeron con DAPI (gris oscuro). Barra de escala: 75 micrones. F) Inmunoblot representativo de los 
niveles de F4/80 en la adenohipófisis.

Figura 2:  Estrés oxidativo e inflamación en la adenohipófisis de animales tratados con DRS durante tres semanas. 
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A) Niveles de lipoperóxidos evaluados como TBARS. B) Actividad de catalasa. Los datos (A y B) se muestran como media±SEM, n=10, 
*p<0,05 vs. control por ANOVA seguido del test de Tukey. C) Se muestra un inmunoblot representativo de la expresión de HO-1. D) Eva-
luación inmunohistoquímica de señal positiva para el marcador de células derivadas de monocitos, Iba-1(flechas blancas). Los núcleos se 
tiñeron con DAPI (gris oscuro). Barra de escala: 75 micrones. E) Niveles de ARNm de IL1-β y de TNF-α normalizados con los de β-actina 
se determinaron por RT-qPCR. Los valores se indican como media±SEM. n=4; *p<0,05; ***p< 0,001 vs. control; y ###p<0,001 vs. DRS, 
por ANOVA y test de Tukey.

Figura 3:  El tratamiento antioxidante previene cambios en los parámetros de estrés oxidativo e inflamación en la  
 adenohipófisis de ratas tratadas con DRS durante tres semanas.  
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A) Inmunoblot representativo de la expresión hipofisaria de ACTH en animales tratados con DRS, AL y Mel, y la densitometría corres-
pondiente a tres experimentos independientes. Los valores se indican como media±SEM, n=3, *p<0,05, ***p<0,001 vs. control, y 
###p<0,001 vs. DRS, por ANOVA y test de Tukey. B) Concentración plasmática de ACTH determinada por un inmunoensayo quimiolumi-
niscente. C) Niveles séricos de corticosterona evaluados por RIA. Los datos se muestran como media±SEM. n=6; *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001 vs. control; y ##p<0,01, ###p<0,001 vs. DRS, por ANOVA seguido de test de Tukey.

Figura 4:  Efectos de la terapia antioxidante sobre la actividad del eje HHA.   
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
Los resultados de este estudio demuestran la 

hiperactivación temprana del eje HHA en anima-
les alimentados con DRS, que se evidencia por 
un aumento en los niveles circulantes de ACTH 
y corticosterona. Estos cambios se acompañaron 
de mayores niveles adenohipofisarios del precur-
sor POMC y de ACTH, y por la aparición del estrés 
oxidativo e inflamación en el tejido. El tratamiento 
antioxidante evitó los cambios en los parámetros 
de estrés oxidativo e inflamación y, en particular, la 
administración de melatonina también normalizó 
la actividad del eje HHA.

Diversos estudios demostraron que una mayor 
disponibilidad de nutrientes incrementa la produc-
ción tisular de especies reactivas de oxígeno/ni-

trógeno (ROS/RNS) al sobrepasar la capacidad an-
tioxidante del tejido y producir daño oxidativo49-51.

Dado que en estos animales observamos ma-
yores niveles circulantes de nutrientes, plantea-
mos la hipótesis de que la disfunción hipofisaria 
observada se produce como consecuencia de la 
generación de estrés oxidativo a nivel hipofisario.

Diferentes investigaciones indicaron que la ad-
ministración de melatonina o de ácido lipoico pue-
de disminuir tanto la glucemia como los niveles 
séricos de colesterol y TAG52-55. Sin embargo, en 
nuestro estudio ninguno de los antioxidantes utili-
zados durante todo el período experimental afectó 
estos parámetros bioquímicos. Esta discrepancia 
podría deberse a diferencias en las rutas de admi-
nistración, las dosis y la duración del tratamiento.
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Nuestros resultados muestran un aumento en 
los parámetros del daño oxidativo (niveles de lipo-
peróxidos y proteínas modificadas en nitro-tirosina), 
junto con la activación de la respuesta antioxidante 
(enzimas antioxidantes como catalasa y HO-1) en la 
glándula pituitaria de ratas tratadas con DRS. Ambos 
antioxidantes fueron eficaces en la prevención de 
los cambios en los parámetros del estrés oxidativo.

Por otra parte, el estrés oxidativo se asoció con 
la generación de un estado inflamatorio de bajo 
grado en el hígado y tejido adiposo (para una revi-
sión, véase56,57). También se relacionó el aumento 
en el número de macrófagos del tejido adiposo 
con su expansión e inflamación, y con la aparición 
de IR y DM2. Sin embargo, la activación de macró-
fagos tisulares no se restringe al tejido adiposo, ya 
que también se ha demostrado en hígado, múscu-
lo esquelético e islotes pancreáticos58.

En particular, los resultados obtenidos en anima-
les a los que se administró DRS durante tres sema-
nas indican un aumento en el número de macrófa-
gos hipofisarios y un incremento en los niveles de 
expresión de citoquinas inflamatorias, como TNF-α 
e IL1-β. Los macrófagos pueden producir reaccio-
nes inflamatorias no infecciosas a través del reco-
nocimiento de patrones moleculares asociados al 
peligro (Danger Associated Molecular Patterns o 
DAMPs) liberados en una lesión celular. La unión 
de estos DAMP a receptores de reconocimiento de 
patrones activa diferentes vías intracelulares. Entre 
ellos, la vía del inflamasoma NLP3 que conduce a 
la producción de IL-1β e IL-1859-61. Aunque se han 
detectado macrófagos tipo M1 y M2 en la hipófisis 
anterior de ratas controles62, el aumento en la pro-
ducción de Il-1β en estos animales sugiere una po-
larización a favor de macrófagos proinflamatorios.

El tratamiento con melatonina no sólo previno 
el aumento en el número de macrófagos, sino que 
también bloqueó la inducción de IL-1β. En ese senti-
do estudios previos demostraron que la melatonina 
favorece el fenotipo antiinflamatorio M2 sobre M1 
en células de Kupffer de hígado, macrófagos perito-
neales y esplenocitos de ratones estresados63.

En cuanto a los efectos antiinflamatorios del 
ácido lipoico, también observamos una disminu-
ción en el número de macrófagos en la adenohi-
pófisis que se asoció a una menor producción de 
TNF-α. Estos resultados son similares a los obte-
nidos en tejido adiposo de ratones obesos64 y en 
células mesangiales de riñón65.

Nuestra hipótesis sobre la participación de 

procesos oxidativos/inflamatorios en el desarrollo 
de la disfunción pituitaria parece ser consistente 
con la prevención inducida por la melatonina del 
aumento de los niveles hipofisarios y sistémi-
cos de ACTH y corticosterona en ratas tratadas 
con DRS66. En ese sentido, estudios previos de-
mostraron que la administración de melatonina 
(durante cinco días) redujo significativamente la 
secreción de corticosterona, atenuó la respues-
ta adrenocortical al estrés y aumentó la sensibi-
lidad del eje HHA a la supresión por glucocorti-
coides67,68. Resultados similares se obtuvieron 
en ratones con estrés crónico leve69 y en ratas 
diabéticas (estreptozotocina o STZ) tratadas con 
lipopolisacárido (LPS)70. Más recientemente, Zhou 
et al. demostraron que la melatonina también dis-
minuye los niveles de corticosterona en orina en 
ratas alimentadas con dietas de alto contenido de 
grasa bajo estrés crónico o en ratas diabéticas71,72.

La estimulación de la producción de ACTH hi-
pofisaria (y de la corticosteronemia), por el ácido li-
poico per se podría explicarse por un efecto direc-
to del ácido lipoico sobre los corticotropos, como 
se demostró en la línea celular de ratón AtT20 
estimulada con el ribonucleótido de 5-aminoimi-
dazol-4-carboxamida (AICAR)73 o adiponectina74.

En resumen, nuestros resultados sugieren que 
la carga metabólica impuesta a la adenohipófisis 
por la administración de una dieta rica en sacarosa 
genera estrés oxidativo e inflamación en el tejido. 
Los DAMPs generados como consecuencia de los 
efectos nocivos del estrés oxidativo/nitrosativo 
sobre componentes celulares, atraen y estimulan 
macrófagos para producir citoquinas, que a su vez 
impactan en la producción de POMC por los corti-
cotropos. Evidencias en favor de este mecanismo 
se obtuvieron recientemente en nuestro labora-
torio66. No puede descartarse que la melatonina 
también bloquee la inhibición por ROS del efec-
to de los glucocorticoides sobre la producción de 
POMC, según lo descrito por Asaba et al.75.

Al prevenir la disfunción del eje HHA inducida 
por la dieta, la melatonina podría ser una opción te-
rapéutica adecuada para atenuar los efectos meta-
bólicos de la sobreproducción de glucocorticoides. 
Si bien en nuestras condiciones experimentales el 
tratamiento con melatonina no afectó la glucemia, 
la trigliceridemia o el peso corporal de los animales, 
se estudiaron efectos inhibitorios de la melatonina 
sobre la liberación de insulina en poblaciones de 
ratones con mutaciones específicas en el receptor 
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MTNR1B de melatonina en islotes pancreáticos76. 
El uso efectivo de esta molécula en pacientes que 
presenten una disfunción del eje HHA deberá, por 
lo tanto, evaluarse clínicamente con estudios adi-
cionales (que incluyen determinar la presencia o 
ausencia de polimorfismos específicos) sobre sus 
efectos metabólicos en cada uno de ellos.
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