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Resumen
Los glucocorticoides, secretados por las glandulas adrenales, juegan un papel critico en el

metabolismo de carbohidratos y lipidos. Su exceso en pacientes con sindrome de Cushing se
asocia con obesidad, resistencia a la insulina e hipertension. En modelos animales, dietas ricas
en sacarosa Yy (grasa se asocian a intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia que conllevan a obesidad y diabetes tipo Il, asi como un aumento en la
concentracion de corticosterona. Mientras que la adrenalectomia revierte los efectos causados
por la dieta. Es decir el fenotipo obeso requiere de la presencia de glucocorticoides. Los pocos
estudios hechos en rata que asocian la corticosterona con indicadores metabdlicos son muy
dréasticos porque extraen las glandulas adrenales y miden la hormona al final del tratamiento
de la dieta, desconociéndose cuando inicia el aumento de esta hormona con la dieta rica en
azucares. El objetivo de esta tesis fue determinar si el consumo elevado de sacarosa aumenta
la concentracion de corticosterona, modifica los indicadores metab6licos y provoca cambios
en el arreglo histolégico de la glandula adrenal. Se utilizaron ratas machos de 21 dias de edad
de la cepa Wistar, que conformaron a los grupos control (CC) (n=10) y experimental (A30)
(n=10), a los que se les proporcioné dieta control Chow y agua con sacarosa al 30% durante
13 semanas ad libitum. Se registrd diariamente el peso corporal, consumo de alimento y
consumo de agua. Se colectaron las heces en los dias 7, 30, 60 y 90 de edad para medir la
concentracion de corticosterona por el método de ELISA. Al termino del tratamiento, previo al
sacrificio y habiendo cumplido un ayuno de doce horas, a cada rata se les midi6 la glucosa
sérica mediante tiras reactivas. Después los animales fueron sacrificados por decapitacién para
colectar sangre y analizar los indicadores metabdlicos: colesterol, triglicéridos, HDL y VLDL
por medio de métodos enzimaticos colorimétricos, la concentracion de leptina e insulina
fueron analizados por RIA. Se les extrajo el tejido adiposo visceral y las glandulas adrenales y
se pesaron. Se utilizé la tincion de hematoxilina eosina para analizar el espesor, niUmero y area
de células de cada zona de la corteza y médula adrenal. También se utilizé la tincién de
Tricromica de Masson para evaluar la presencia de fibrosis. Los datos fueron analizados
aplicando prueba t-Student.; En comparacion con los animales CC, los animales A30
mostraron: 1) un aumento significativo de corticosterona en el dia 30 del tratamiento

experimental (P< 0.05), aunque en el segundo y tercer mes de tratamiento disminuyd la



concentracion de corticosterona al nivel de la concentracion de la rata control. 2) también un
aumento significativo de la concentracion de triglicéridos, VLDL, leptina, insulina, resistencia
a lainsulina (P< 0.05), 3) No se encontraron diferencias en los niveles de glucosa, colesterol y
HDL,; aungue en el peso corporal no encontramos diferencias, la cantidad de tejido adiposo
visceral aumentd significativamente (P< 0.05). EI consumo de sacarosa no aumenté el peso de
las glandulas adrenales, sin embargo, provoco un desarreglo histolégico en las zonas de la
corteza de la glandula adrenal derecha de los animales A30 comparados con los controles,
principalmente en la zona reticular, donde se observa edema por la presencia de células
globosas. En cuanto a la medula adrenal derecha presenta fibrosis con un aumento de
colageno, sin modificar el nimero y area de las células cromafines, asi como la infiltracion de
ceélulas del sistema inmune tanto en la corteza como en la médula adrenal. Nuestros resultados
aportan la observacion de que el aumento en la concentracion de corticosterona en heces
ocurre desde el inicio de la dieta, ademas que existe una diferencia histologica entre la
glandula adrenal derecha e izquierda. Podemos sugerir que el consumo elevado de sacarosa
aumenta los niveles de insulina y lipidos sanguineos, es probable que estas alteraciones
metabolicas, influya en el desarreglo histoldgico que se observo en la glandula adrenal derecha
y como consecuencia disminuy6 la concentracion corticosterona a partir de los 60 dias del

consumo de agua con sacarosa.
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1. INTRODUCCION

La alimentacion se entiende como la forma y manera de proporcionar al ser vivo, las
sustancias que le son indispensables para mantener la salud y vida. La ingesta alimentaria se
considera como una conducta y consiste en la obtencion e ingestion de alimentos (Mataix
2009). La nutricion es el conjunto de procesos fisioldgico-metabolicos mediante el cual los
alimentos ingeridos se transforman y se asimilan, es decir, se incorporan al organismo de los
seres vivos. Asi, la alimentacion es un acto voluntario y la nutricion es un acto involuntario.
Una adecuada nutricion es aquella que contiene un balance entre lo que el organismo
requiere y lo que gasta por sus actividades, es decir, un equilibrio entre los macro y
micronutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas) contenidas en la
dieta y la energia invertida en el desarrollo de sus actividades. Cuando no se cubren los
requerimientos nutricionales minimos necesarios a través de la dieta, se deteriora el estado
nutricional promoviendo la aparicion de cuadros clinicos severos como serian problemas de
malnutricion (Mataix 2009).

La malnutricion se define como un estado donde una deficiencia o0 un exceso (0
desequilibrio) de energia, proteinas u otros nutrientes provoca efectos adversos medibles en
los tejidos, estructuras y funcionamiento corporal y desenlace clinico (Elia 2000). La
malnutricion engloba cualquier alteracion nutricional, tanto por consumo elevado
sobrenutricién®) como por restriccién hiponutricién?, desnutricién®, o subnutricién?) o por
desequilibrio (disnutricién®) (Mataix 2009).
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Problemas de malnutricion se han asociado con trastornos metabdlicos como la
obesidad. La obesidad es el resultado de un desequilibrio entre la ingestién y el gasto
energético. Este desequilibrio es frecuentemente consecuencia, por un lado, de la ingestion de
dietas con alta densidad energética y bajas en fibra y, por otro lado, por el consumo de
bebidas azucaradas, en combinacion con una escasa actividad fisica. Esta Gltima se ha
asociado a la urbanizacién, al crecimiento econémico y a los cambios en la tecnologia para la
produccién de bienes y servicios, asi como a los estilos de vida y de recreacion (Popkin
2002).

En lo que se refiere a obesidad por exceso de carbohidratos simples® en la dieta, se ha
mostrado que el consumo elevado de éstos, provoca un aumento de tejido adiposo, asi como
la presencia de alteraciones metabélicas (diabetes tipo Il, hipertension’, dislipidemias®,
resistencia a la insulina). Estas alteraciones en conjunto se conocen como sindrome

metabolico.

1.1 Sindrome metabolico
El sindrome metabolico es una condicién que incluye diversas alteraciones fisioldgico-

metabdlicas (intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, presion
arterial y obesidad) que aumentan la probabilidad de desarrollar hipertension, diabetes®, y
dislipidemias caracterizadas por bajos niveles sanguineos de lipoproteina de alta densidad
(HDL) consideradas factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares que generan un alto
riesgo de mortalidad. Su fisiopatologia se cree esta relacionado con la resistencia a la insulina
(Kahn y cols. 2005) y obesidad abdominal, esta ultima considerada como marcador de la
disfuncion del tejido adiposo en la regulacion de apetito-saciedad relacionada con la secrecién

de leptina (Furukawa y cols. 2004). Segun los criterios de “The American Heart Association in

® Remitirse al glosario
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conjunction with the National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI)” el sindrome
metabdlico en humanos se define como la presencia de tres 0 méas de los siguientes criterios:
1) Circunferencia de cintura >90 cm en hombres y >80 cm en mujeres; 2) Triglicéridos séricos
>150 mg/dL; 3); Presion arterial >130/85 mmHg; 4) HDL <40mg/dL en hombres y <50mg/dL

en mujeres; 5) Glucosa en suero >100mg/dL (Kasai y cols. 2008).

Un area la cual ha recibido mucho interés en recientes afios ha sido el papel de los
glucocorticoides en el desarrollo del sindrome metabdlico. Un exceso de glucocorticoides en
la circulacion sanguinea puede deberse a: 1) una continua y pronunciada hipersecrecion de
glucocorticoides por adenomas ectopicos en la glandula pituitaria produciendo elevada
concentracion de ACTH, 2) presencia de adenomas en la glandula suprarrenal y 3) una
repuesta yatrogénica a la administracion de dosis elevadas de corticoides exdgenos durante un
tiempo prolongado en el tratamiento de enfermedades reumaticas cronicas. Actualmente, los
glucocorticoides sintéticos son bastante utilizados en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes (Pinheiro y cols. 2009), dando como resultado el Sindrome de Cushing
(Vegiopoulos y Herzig 2007). El Sindrome de Cushing se caracteriza por altos niveles de
cortisol en la circulacion sanguinea y desarrollo de obesidad visceral, hipertension,
hiperglucemia, resistencia a insulina y dislipidemias. Un tratamiento utilizado en pacientes
con Sindrome de Cushing, es el uso del RU38486, es un esteroide sintético con propiedades
antiprogesterona™ y antiglucocorticoides, actia como un inhibidor competitivo del receptor
a glucocorticoide, y lo que han observado es una disminucién en la presion sanguinea, en la

concentracion de glucosa y triglicéridos sanguineos (Stimson y Walker 2007).

'° Remitirse al glosario

! Remitirse al glosario

15



1.2 Metabolismo de glucosa

1.2.1 Higado

Una de las funciones del higado, es el metabolismo de glucosa, lo que se conoce como
glucdlisis. Cuando existe un aumento en el consumo de azucares aumenta la glucolisis
(Vegiopoulos y Herzig 2007). La glucosa ingresa a los hepatocitos por difusion facilitada, un
proceso no afectado por la insulina. Una vez en el interior, la glucosa es rapidamente
convertida en glucosa 6-fosfato. El éster de fosfato no puede difundir hacia afuera y por ende
es atrapado dentro de la célula para iniciar el proceso de glucdlisis. En consecuencia la
glucosa 6-fosfato asegura un continuo gradiente de glucosa a través de la membrana del
hepatocito o puede almacenarse en forma de glucdgeno por la fosforilacion inducida por la
insulina. En esta forma es almacenado como fuente inmediata de glucosa para el
mantenimiento del nivel sanguineo (Devlin 2004). Otras hexosas, en especial fructosa y
galactosa, son convertidas en glucosa. De las dos, la fructosa es particularmente importante,
debido a la gran cantidad de sacarosa presente en la dieta humana. Es necesario recordar que
la fructosa primero es fosforilada a fructosa 6-fosfato, por la enzima fructosa 1-fosfato,
posteriormente se convierte en fructosa 1,6-bifosfato, para finalmente obtener una molécula
de dihidroxiacetona fosfato y otra de gliceraldehido 3-fosfato, utilizado para la formacion de
triglicéridos hepaticos y la formacion de glucosa por la via gluconeogénica. Los &cidos
grasos pueden sintetizarse en el higado a partir de glucosa por la via de la gluconeogénesis.
El exceso de glucosa es convertido en acidos grasos y almacenado en forma de triglicéridos.
La sintesis de triglicéridos en el higado se utiliza principalmente para la produccion de

lipoproteinas (Devlin 2004).
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1.2.2 Lipoproteinas plasméaticas
Las lipoproteinas son particulas formadas por una fraccion proteica denominada

apolipoproteinas (Apo) y una fraccion lipidica, cuya funcion es la de solubilizar y transportar
lipidos en la circulacion sanguinea. Se reconocen 5 tipos principales de lipoproteinas: los
quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL por sus siglas en inglés), las de
baja densidad (LDL por sus siglas en ingles), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL por

sus siglas en inglés) y las de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés).

Los quilomicrones estan formados en mayor proporcion de triglicéridos (55 a 95 %) y
contienen una cantidad relativamente baja en fosfolipidos y colesterol. Su principal
componente es la apo B 48 y transporta grasa proveniente del intestino al higado. Para las
VLDL su componente lipidico fundamental son los triglicéridos (52%), de origen enddgeno,
aunque contienen un 22% de colesterol libre y esterificado. Las IDL, y LDL van dejando
triglicéridos y aumentando su contenido en colesterol; las LDL tienen hasta un 50% de
colesterol. Estan encargados de transportar el colesterol del higado a los tejidos periféricos y
depositarlos, por ejemplo en paredes arteriales, debido a esto tienen un rol significativo en la
enfermedad arteriosclerdtica. Las HDL sintetizadas principalmente en el higado y en menor
cantidad en el intestino, son ricas en colesterol (19%) y tiene un contenido de triglicéridos
bajo, son fundamentales en el transporte del exceso de colesterol desde los tejidos hacia el
higado, Unico 6rgano capaz de excretarlo por la via biliar, ya sea directamente en forma de

colesterol o después de convertirse en acidos biliares (Devlin 2000).

Cuando existe un incremento de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, la proteina
transportadora de éster de colesterol (CEPT por sus siglas en inglés) condiciona un flujo de
triglicéridos de VLDL hacia HDL y se transfiere el colesterol éster desde las HDL hacia las
VLDL y LDL, generando HDL pequefias, ricas en triglicéridos, méas afines a la lipasa
lipoproteina hepética y que van preferentemente al catabolismo terminal y excrecién de la
ApoAl por via renal. Esto explica la frecuente asociacién observada en clinica, de
triglicéridos altos y HDL bajo (Devlin 2000).
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1.2.3 Tejido adiposo
El tejido adiposo es un tejido conjuntivo especializado, disefiado para la sintesis,

almacenamiento e hidrolisis de triglicéridos. El tejido adiposo es el gran reservorio de energia
del organismo a largo plazo. Una de las principales funciones de los adipocitos, células
estructurales del tejido adiposo, es almacenar triglicéridos durante periodos de exceso caldrico
y movilizar estas reservas cuando el gasto energético excede al consumo. Mas del 85% del

volumen celular consiste en un Unico gran glébulo de grasa (Devlin 2000).

La glucosa también ingresa a los adipocitos por un mecanismo de transporte
dependiente de la insulina. Asi como en el higado, en el tejido adiposo tambien existe la
sintesis de “novo” de acidos grasos a partir de la acetil CoA, proveniente del metabolismo de
la glucosa. Méas importante, es la fosfodihidroxiacetona que es reducida al glicerol 3-fosfato.
Los triglicéridos producidos a partir de la esterificacion del acil CoA vy el glicerol 3-fosfato,
son luego almacenados en la célula. En consecuencia este proceso depende en su totalidad del
suministro de &cidos grasos de las lipoproteinas (quilomicrones y VLDL) y del metabolismo
de hidratos de carbono (Véazquez-Vela y cols. 2008; Devlin 2000).

La insulina y los glucocorticoides afectan el almacenamiento de lipidos, estimulando la
sintesis de la lipoproteina lipasa (LPL por sus siglas en inglés), enzima capaz de hidrolizar los
triglicéridos para liberar acidos grasos y glicerol al interior de los tejidos. Dicha enzima se
encuentra adherida a las paredes de los capilares sanguineos, cuando esta activada por la
apolipoproteina C-I1, cataliza la hidrélisis de triglicéridos contenidos en diversas particulas en
especial VLDL y quilomicrones, almacenando de esta forma triglicéridos en los adipocitos
(Devlin 2000). En particular el tejido adiposo visceral, posee mayor nimero de receptores de
glucocorticoides, que el tejido adiposo subcutaneo, explicando su mayor sensibilidad a esta
hormona (Ramsay 1996). Por otro lado, la insulina reprime la lipdlisis inhibiendo la accion de
la enzima lipasa sensible a hormona, por el contario dicha enzima es activada por las
catecolaminas, la hormona de crecimiento, el glucagén, la ACTH vy los glucocorticoides,

tambien cataliza la conversion de los triglicéridos en acidos grasos libres (Bjorntorp 1995).
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En afos recientes, el tejido adiposo ha sido considerado como un érgano endocrino,
debido a la capacidad que tiene de secretar hormonas y ciertas adipoquinas (Figura 3). De este
modo, el tejido adiposo no solo es conocido por la capacidad que tiene de almacenar
triglicéridos cuando existe un exceso de consumo de energia, sino también como un
participante fundamental en el control del metabolismo energético. Entre las adipoquinas que
secreta encontramos a la leptina, adiponectina, resistina, serpina, lipocalina-2, PAI-1, RBP4, la
glicoproteina Zn a-2, vaspina, visfatina, omentina, apelina involucradas en la secreciéon de
insulina, presion arterial, homeostasis de glucosa, resistencia a la insulina, y TNF-a, IL-6 y
MCP-1 que se encargan de la respuesta inflamatoria o migracién celular. Por lo que, el papel
de algunas adipoquinas y su importancia en el control del balance energético y el desarrollo de
la obesidad es estudiado (Vazquez-Vela y cols. 2008).

Visfatina
secrecion de Insulina Apelina

Presion Arterial

Resistina O ‘ ;
Resistencia a la insulina Leptina
CD J '::> Balance de energia
o= Q Q & TNFo, MCP-1
RBP-4

Inflamacion
Resistencia a la Insulina

Adiponectina
Homeostasis de glucosa
Catabolismo de acidos grasos

Figura 3. El tejido adiposo como 6rgano endocrino. Los adipocitos secretan varias proteinas con funciones
endocrinas conocidas como adipocinas que regulan el metabolismo de glucosa, de &cidos grasos, mantienen la
homeostasis del gasto energético, regulan la respuesta inflamatoria y la presiéon arterial, entre otros. El
desequilibrio en la secrecion de algunas de estas adipocinas se asocian con obesidad y sindrome metabdlico
(Modificada de Vazquez-Vela y cols., 2008).
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De manera particular la leptina, hormona secretada en el tejido adiposo y encargada de
la regulacion de la ingesta de alimento y mantenimiento del peso corporal, es una hormona
proteica, que se sintetiza exclusivamente en el tejido adiposo, a excepcion de la placenta en la
gestacion, comportandose como una auténtica “hormona del tejido adiposo”. La leptina es
codificada por el gen ob y la mutacién del mismo en modelos animales originan el ratén ob/ob
que se caracteriza por la deficiencia de leptina, resultando obesidad, hiperfagia,

hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipotermia e infertilidad (Rappaport 2001).

La secrecion de leptina es de tipo pulsétil, con un ritmo circadiano y con un pico entre
las 22 y las 23 hrs, con el fin de suprimir el apetito durante el suefio, con un estado basal hacia
el mediodia, en donde esta influido por el aumento de los niveles de glucemia, ya que al
ingerir alimento, la glucosa aumenta, manteniendo asi los niveles de leptina y la ingesta de
alimento. Las concentraciones de leptina circulante se correlacionan con la grasa corporal total
e indice de masa corporal (IMC), sin embargo, no se sabe si el aumento de los niveles de
triglicéridos, el metabolismo lipidico u otros factores asociados con el aumento de la secrecién
de leptina influyen para que aumente el tamafio del adipocito (Ahima y Flier 2000; Rappaport
2001).

1.2.4 Pancreas
El pancreas es un 6rgano mixto, consta de una parte exocrina, formada por células epiteliales,

dispuestas en estructuras esféricas u ovoides Ilamados &cinos pancreaticos y secretan enzimas
digestivas, que llegan al intestino delgado, y una parte endocrina que se agrupa en islotes de
Langerhans. Dentro de los islotes se distinguen cuatro tipo de células: las células o que
secretan glucagon, las células B que secretan insulina, las células 6 que secretan somatostatina

y las células F que secretan polipéptido pancreéatico (Devlin 2000).

La insulina es una hormona proteica, la cual tiene multiples funciones que regulan el
metabolismo: estimula e inhibe la glucogenolisis, inhibe la gluconeogénesis y promueve la
glucdlisis, favorece la sintesis de triglicéridos y estimula la sintesis de proteinas. Esta hormona

sintetizada en las células B del pancreas se libera bajo la influencia de varios estimulos, el
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principal es la ingesta de carbohidratos, aumentando sus niveles en el plasma sanguineo para
reducir los niveles de glucosa. Este mecanismo se lleva a cabo en las células diana
principalmente en higado, musculo y tejido adiposo, después de la ingesta alimentaria, se
inicia una transduccion de sefiales dependiente de insulina, cuyo efecto es el incremento en la
captacion de glucosa y su posterior almacenamiento, evitando asi un ascenso excesivo de la
glucemia postprandial con la reduccién de glucosa sanguinea, por ultimo se degrada la
insulina secretada, finalizando asi la respuesta unas 2 6 3 horas después de la ingesta (Devlin
2000).

El primer paso de la accion de la insulina es su union a un receptor especifico en la
membrana plasmatica de la célula diana, tras la union de la insulina a su receptor, la actividad
tirosina-quinasa de la subunidad beta del receptor se activa, y fosforila multiples residuos de
tirosina en los denominados: sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) y sustrato del receptor
de insulina 2 (IRS-2). Estos sustratos multifosforilados se unen a continuacién a dominios
especificos, tipo SH2, en determinadas proteinas-quinasas traductoras, como la
fosfatidilinositol ~ 3-quinasa 'y otras. ElI proceso sigue con reacciones de
fosforilacion/defosforilacion de serinas en mdaltiples enzimas-quinasas, como la familia de
enzimas llamada MAP-quinasa. Pasando, finalmente, a los efectos bioldgicos finales, tales
como la regulacion de la sintesis de glucogeno y lipidos, la captacién de glucosa y de
aminoéacidos, la activacion de un gran namero de enzimas intracelulares y la regulacién de la
sintesis de ARN y ADN (Calle cols. 1996).

El gen que codifica para el receptor de insulina, tiene diversos sitios para diferentes
factores de transcripcion, dentro de ellos, estan los sitios respondedores a glucocorticoides
(GRE) que representan hasta el momento los Unicos elementos situados en el promotor del
receptor de insulina capaz de darnos informacion sobre el posible mecanismo de la accion
implicada en la regulacién por hormonas esteroideas de la expresion del gen del receptor de
insulina (Calle cols. 1996).
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1.2 Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

El eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA) esta constituido principalmente por tres niveles:
uno hipotalamico, uno hipofisario y otro adrenal; éstos se vinculan jerarquicamente regulando
la secrecion adrenal de glucocorticoides. El eje HHA es de vital importancia, ya que minimiza
las desviaciones del estado homeostatico y ayuda a regresar al equilibrio al organismo después
de la exposicion a agentes estresantes internos y externos. En el nucleo paraventricular
hipotalamico aumenta la sintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH por sus
siglas en inglés), se libera al sistema hipofisario, que al unirse a su receptor en las células
corticotropas de la adenohipdfisis, se produce la secrecion de la hormona adrenocorticotrofina
(ACTH por sus siglas en inglés) que, a su vez, estimula la produccion de glucocorticoides en
las glandulas adrenales (Schawartz y cols. 2003; Perello y Spinedi 2004). Los glucocorticoides
plasmaticos, a su vez, determinan un poderoso mecanismo de retroalimentacion negativo
sobre la actividad neuronal, regulando la sintesis de CRH vy la sensibilidad a los mecanismos
activadores del eje. La sintesis y secrecion de glucocorticoides (cortisol en humanos vy
corticosterona en roedores), representa el paso final de una cascada neuroendocrina que inicia
en el sistema nervioso central (Sapolsky y cols. 2000; Pacak y Palkovits 2001). Sin embargo,
hay evidencias de una sintesis local de glucocorticoides regulado por la enzima 11pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B-HSD) que se relaciona con el metabolismo lipidico,
hepético y adiposo (Paterson y cols. 2004; Liu y cols. 2005; Lavery y cols. 2006; London y
cols. 2007; London y cols. 2009). Hay dos isoenzimas: La enzima tipo 1 (11p-HSD1) cuya
funcién es incrementar la secrecién de glucocorticoides, facilitando la conversion de cortisona
inactiva a cortisol activo y se expresa en varios tejidos incluyendo: higado, pulmoén, tejido
adiposo, musculo, corteza adrenal, células B pancreaticas, glandula pituitaria anterior y en
ciertas areas del cerebro incluyendo el hipocampo. La enzima tipo 2 (113-HSD2), disminuye
la accion local de cortisol catalizando la inactivacion de cortisol a cortisona y se expresa en
rifidn, coldn, placenta y glandulas sudoriparas (Seckl y cols. 2004; Tomlinson y cols. 2004;
Stimson y Walker 2007; Saiah 2008).
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En adipocitos y hepatocitos la activacion de la enzima 11B-HSD1 amplifica la sintesis
local de glucocorticoide. Se ha mostrado tanto en humanos como en roedores obesos un
aumento de la enzima 11B-HSD1 (Seckl y cols. 2004). Ademas, que la sobreexpresion de la
enzima 11B-HSD1 y el subsecuente aumento en los niveles de glucocorticoides es suficiente
para provocar resistencia a la insulina, esteatosis hepatica e incremento en la sintesis de lipidos
hepéticos, un aumento en depoésitos de grasa abdominal, mientras que la grasa periférica es
menos afectada (Vegiopoulos y Herzig 2007; Saiah 2008). Recientes estudios indican que la
inhibicion de 11B-HSD1 disminuye los efectos inducidos por los niveles elevados de

glucocorticoides en pardmetros metabdlicos (Saiah 2008).

1.3. Glucocorticoides

1.3.1 Transporte plasmatico de los glucocorticoides
Un 80-85% del cortisol plasmatico esta unido con gran afinidad a la proteina globulina de

unién al cortisol (CBG por sus siglas en inglés), y un 10-15% unida a la proteina albumina. Al
aumentar las concentraciones de cortisol, la proteina CBG queda saturada (por encima de
60nmol/L), por lo que una mayor proporcion se une a la proteina aloimina. Dado que el ritmo
de disociacion de la albimina es mas rapido que el de la CBG, el cortisol unido a la albumina
se halla més féacilmente a disposicion de los tejidos. La hormona libre es la Unica
fisiolégicamente activa, por lo que, en casos en donde esta elevado el cortisol, el higado, que
tiene un tiempo de transito sinusoidal relativamente prolongado, puede captar una cierta
cantidad de cortisol fijado a su globulina de union, ademas de la captacion de la hormona libre
y de la unida a albGmina, por lo que aumentaria la gluconeogénesis'? (Rodes y cols. 2001;
Opherk y cols. 2004; Vegiopoulos y Herzig 2007).

Los glucocorticoides actuan a través de los receptores nucleares. Hay dos subtipos:
receptores a glucocorticoides y receptores a mineralocorticoides. Los tejidos que expresan
receptores de glucocorticoides son el higado, pulmdn, tejido adiposo, musculo, corteza

adrenal, células B pancreaticas, glandula pituitaria anterior, tejidos determinantes para la
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homeostasis de lipidos, insulina y glucosa hepatica. Mientras que en hipocampo y en
corazon, tenemos la presencia del receptor de mineralocorticoides (Seckl y cols. 2004;

Vegiopoulos y Herzig 2007).

En la degradacion, la conjugacion hepéatica de los metabolitos del cortisol y de la
cortisona con sulfato y &cido glucurénico, favorecen la hidrosolubilidad y su eliminacion
renal. En general, cantidades aproximadamente iguales de los metabolitos conjugados del
cortisol y de la cortisona se excretan por la orina (Brousset Hernandez-Jauregui y cols. 2005).
Mientras que en el intestino, estos metabolitos pueden ser reabsorbidos por la circulacion
enterohepatica’®, desconjugados por las bacterias y eliminados por las heces. Sélo una
pequefia porcidon de esteroides sanguineos libres es secretada a traveés de la mucosa del
intestino grueso, lo que permite encontrar una pequefia porcion del esteroide original, sin
conjugar, en la orina o heces (Vylitova y cols. 1998; Brousset Hernandez-Jauregui y cols.
2005).

1.3.2 Glandula Adrenal

1.3.2.1 Anatomia de la glandula adrenal
Las glandulas adrenales son estructuras retroperitoneales, pesan alrededor de 5g cada una en el

humano y en la rata pesan alrededor de 70mg cada una y se encuentran en el polo superior de
los rifiones con la grasa perirrenal. La glandula izquierda tiene forma de media luna, mientras

que la derecha es més piramidal.

La anatomia difiere dependiendo de su ubicacion: la glandula izquierda se encuentra
por detras de la cola del pancreas, de la arteria del bazo y el estémago. Esta separada del
cardias gastrico por la bolsa omental; la glandula derecha se encuentra por detrds de la parte
inferior de la vena cava, con la cara anterolateral contra el higado. Ambas glandulas se
encuentran laterales a la arteria frénica interior y estan en contacto con el diafragma y por

encima de su rifién correspondiente.

 Remitirse al glosario

24



El drenaje venoso es a través de una sola vena suprarrenal principal, que va desde hilio
y el drenaje en la vena cava inferior a la derecha y la vena renal en la izquierda. El drenaje
linfatico va desde la vena periadrtica a la vena pericaval (Figura 1) (Ritchie y

Balasubramanian 2011).

La circulacion se realiza mediante un sistema portal de pequefias arterias, que se
dirigen de la cépsula a la corteza y que constituye una red de arterias y capilares; esta red
continda hacia algunas venas situadas al interior de la médula. Este sistema de vascularizacion
permite la llegada de concentraciones elevadas de glucocorticoides a la medula adrenal, lo que
favorece la sintesis de enzimas como la ortotransferasa del feniletanol-N-aminometilo; que

transforma la noradrenalina a adrenalina (Munoz 1994).
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Figura 1. Drenaje venoso y arterial de la glandula adrenal
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1.3.2.2 Histologia de la glandula adrenal

1.3.2.2.1 Histologia de la corteza adrenal
La glandula adrenal estd rodeada por una capsula fibrosa que penetra a la glandula. El limite

cortico-medular es evidente, ya que la corteza muestra tres capas anatomicas y funcionales
distintas. Al exterior se encuentra la zona glomerular, constituye aproximadamente el 15% de
la corteza, estd regulada por el sistema renina angiotensina y produce mineralocorticoides
principalmente aldosterona cuya funcion es controlar la homeostasis electrolitica. La zona
central es la fasciculada, constituye el 80% de la corteza y secreta glucocorticoides (cortisol y
corticosterona), es una zona crucial del eje Hipotalamo-Hipofisiario-Adrenal, que coordina la
los distintos sistemas para la respuesta lucha/huida propia de la respuesta al estrés (Keegan y
Hammer 2002), esta actividad endocrina estd regulada por ACTH, hormona liberada por
células corticotropas en la hipofisis (Lalli 2010), los glucocorticoides también regulan el
metabolismo de glucosa y acidos grasos, y suprime la respuesta inflamatoria. La zona interior
es la reticular, constituye sélo entre el 5-7% de la corteza y secretan pequefias cantidades de
androgenos, fundamentalmente DHA (dehidroepiandrosterona) y la androstenediona que
tienen una accion androgénica débil; en el varon apenas tiene efecto y se transforman en
testosterona en los tejidos periféricos, en la mujer la mayor parte de testosterona circulante
proviene de la corteza suprarrenal y sirve para mantener caracteres sexuales secundarios (vello
axilar, vello pubico). La zona reticular también estd coordinada por el eje Hipotalamo-
Hipofisiario-Adrenal regulada por ACTH (Serrano 2009; Lalli 2010).

1.3.2.2.2 Histologia de la médula adrenal
La médula secreta las hormonas noradrenalina y adrenalina en respuesta a estimulos recibidos

de fibras simpéticas preganglionares'® del nervio espléacnico mayor. Las células cromafines
son las més abundantes en la médula: son columnares, basdfilas, con un citoplasma granular,

se encuentran dispuestas en racimos alrededor de la vena medular. Ademas, se observan
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agrupaciones de células poligonales de ganglios simpaticos (Figura 2) (Ritchie vy

Balasubramanian 2011).

Mineralocorticoides

GLOMERULAR Aldosterona

Glucocorticoides

| FASCICULADA | . :  osterona, Cortisol

Hormonas sexuales

e
g RETICULAR 7 Dehidropiandrosterona

Catecolaminas
2| MEDULAR - Adrenalina

Noradrenalina

Figura 2. Histologia de la glandula adrenal. Se observan las zonas que conforman la corteza y la médula asi

como las hormonas secretadas en cada una de ellas.
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1.5. Mecanismos de accién de glucocorticoides
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2 ANTECEDENTES
2.1 Modelos animales

2.1.1 Consumo elevado de carbohidratos
Dietas ricas en carbohidratos en etapas posteriores al nacimiento se han relacionado con la

prevalencia de trastornos metabdlicos. En la rata macho, se ha reportado que el consumo de
agua azucarada al 30% después del destete, durante 18-21 semanas ocasiona sobrepeso,
obesidad abdominal, hipertensién, intolerancia a la glucosa, dislipidemias (combinacion de
bajas concentraciones de HDL con altas concentraciones de triglicéridos y colesterol) (EI
Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009), asi como una
disminucion en el consumo de alimento (El Hafidi y Bafios 1997; El Hafidi y cols. 2000, El
Hafidi y cols. 2004, El Hafidi y cols. 2006).

El grupo de Herman-Oron y cols. (2008) reportd alteraciones metabdlicas en ratas
Sprague-Dawley sobrealimentadas, a partir de la semana 12 con fructosa (60%) durante siete
semanas; ellos encuentran hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,
hipertension y resistencia a la insulina. Mientras que en ratas hipertensas espontaneas, de 12
semanas de edad, alimentadas con sacarosa al 12% por siete semanas, mencionan
modificaciones en la presion arterial, intolerancia la glucosa y resistencia a la insulina. Cabe
resaltar que en estos estudios no se ha reportado nada con respecto a la concentracion de
corticosterona.

Una dieta rica en carbohidratos favorece la produccion de enzimas como la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa para la produccion de sintesis de novo de &cidos grasos en células
parénquimas del higado. Para conocer si la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es
regulada de manera uniforme en las células endoteliales, kupffer y parénquima del higado
por dieta rica en carbohidratos, se utilizaron células aisladas de higado de ratas Sprague-
Dawley para observar la actividad y la cantidad de la expresion del mRNA de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de la siguiente manera: 1) después de un ayuno de 24 hrs.,
2) con un ayuno de 24 hrs seguido de una ingesta de alimento estandar por 48 hrs., 3) con un

ayuno de 24 hrs seguido de una ingesta rica en carbohidratos por 48 hrs., 4) con una dieta
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estandar, y 5) con una dieta estandar seguida de una dieta rica en carbohidratos por 48 hrs.
Observando que la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las células
endoteliales fue de 150% mayor en el grupo con un ayuno de 24 hrs seguido de una ingesta
rica en carbohidratos por 48 hrs, con respecto al grupo que solo estuvo en ayuno 24 hrs., y de
125% mayor en el grupo con una dieta estandar seguida de una dieta rica en carbohidratos
por 48 hrs. que en el grupo con una dieta estandar. La expresion del mMRNA de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue 300% mayor en las células endoteliales del grupo con
un ayuno de 24 hrs seguido de una ingesta rica en carbohidratos por 48 hrs. en comparacion
al grupo que solo estuvo en ayudo 24 hrs. y que no obtuvo dieta rica en carbohidratos. En
células de kupffer, la actividad y la expresion de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
no fueron diferentes entre los grupos. En las células parénquimas, la expresion de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue de 700-1200% mas grande en las ratas que
consumieron dietas ricas en carbohidratos comparado con los controles. Estos resultados
indican que una dieta rica en carbohidratos a corto plazo estimula la expresion del mRNA de
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las células endoteliales y parenquimatosas del
higado. Debido a que la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, induce el metabolismo de especies
reactivas a oxigeno, la respuesta puede representar una precondicion de la via antioxidante.
(Spolarics 1999).

2.1.2 Glucocorticoides e Indicadores metabdlicos
Es dificil establecer cuél es la causa primaria de la obesidad y cuales son sus consecuencias,

generalmente se asume que la hiperfagia se debe a leptino e insulino-resistencia, también se
ha asociado con niveles altos de cortisol excretado en orina en humanos (Bjorntorp y cols.
2000; Stewart y Tomlinson 2002) y corticosterona en rata (Draper y Stewart 2005;
Espindola-Antunes y Kater 2007). Sin embargo, se hallé que el aumento de la ingesta de
alimento, per se, rapidamente las induce (Wang y cols. 2001). Cabe resaltar que resultados
experimentales indican que el fenotipo obeso no puede ser inducido en ratas
adrenalectomizadas, asi parece claro que se requiere de glucocorticoides para inducir

obesidad (Zakrzewska y cols. 1999). La circulacién de leptina en mamiferos se correlaciona
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con la cantidad de tejido adiposo y su sintesis (Murakami y cols. 1995) y secrecion (Slieker y
cols. 1995) se relacionan con los niveles de glucocorticoides, lo que nos indica claramente la
relacion del tejido adiposo con la funcion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (Spinedi y
Gaillard 1998).

Para determinar si la ACTH enddgena y los glucocorticoides ejercen un efecto sobre
la secrecidn de leptina, se han propuesto diversos protocolos, uno de ellos es el de Spinedi y
Gaillard (1998), en el cual utilizan ratas machos adultos de la cepa Wistar para formar tres
grupos, los adrenalectomizados, los Sham y los adrenalectomizados con reemplazo de
corticosterona  (dexametasona) durante siete dias. Encontraron que las ratas
adrenalectomizadas incrementaron al doble los niveles de ACTH, sin detectar corticosterona
y los niveles de leptina disminuyeron en plasma, mientras que en ratas adrenalectomizadas
con dexametasona, se observaron niveles basales de ACTH y se restablecen niveles
plasmaéticos corticosterona y leptina como en ratas Sham. Estos resultados sugieren una
importante funcion de ACTH y corticosterona sobre la regulacion de la secrecién de leptina
en el tejido adiposo.

También se han encontrado alteraciones metabolicas en ratas machos adultos
Sprague-Dawley que fueron alimentados con dieta alta en sacarosa-grasa (HSF). Los machos
HSF presentaron un aumento de corticosterona, insulina, triglicéridos, actividad de la
lipoproteina lipasa, tejido adiposo y glucosa que los machos con dieta control. De estos
grupos se formaron seis grupos: intactos (Sham) + dieta control, adrenalectomizadas + dieta
control y adrenalectomizadas con reemplazo de corticosterona + dieta control, intactos
(Sham) + dieta HSF, adrenalectomizadas + dieta HSF y adrenalectomizadas con reemplazo
de corticosterona + dieta HSF. Los machos adrenalectomizados + dieta HSF presentaron una
disminucion de triglicéridos hepaticos y plasmaticos, insulina, glucosa, peso del tejido
adiposo y la enzima lipoproteina lipasa, con el reemplazo de corticosterona se revierte el
efecto comparado con el grupo de dieta control. En los machos adrenalectomizados + dieta
control con reemplazo de corticosterona tambien se observa el mismo patron en los
parametros. La ingesta calorica en los machos con dieta HSF fue de 17% mas que los machos

con dieta control y la adrenalectomia significativamente disminuye la ingesta cal6rica en
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ambos grupos experimentales. Este estudio sugiere que los glucocorticoides modulan
indicadores metabdlicos en obesidad inducida por dieta (Mantha y cols. 1999).

Posteriormente Mantha y Deshaies (2000) utilizando ratas machos adultos Sprague-
Dawley que fueron alimentados con dieta alta en sacarosa-grasa (HSF) y adrenalectomizadas.
Encontraron que la secrecion de triglicéridos hepéticos se afecta por la adrenalectomia en
ambos grupos. Los triglicéridos aumentan cuando la dieta es HSF, la adrenalectomia
disminuye la proporcion de la secrecion de triglicéridos hepaticos en ratas con dieta control
pero no en ratas con dieta HSF. La adrenalectomia disminuye la insulina en ratas con dieta
control y en menor cantidad en ratas con dieta HSF. Asimismo, el depoésito de grasa
subcutanea y visceral fue mas pequefia en ratas con dieta control y adrenalectomizadas y
moderados en ratas con dieta HSF y adrenalectomizados. Este estudio sugiere que la
corticosterona contribuye a mantener los dep6sitos grasos.

En ratas machos adultas de la cepa Sprague-Dawley adrenalectomizados, mostraron
que la ingesta de alimento disminuye y que el reemplazo de la corticosterona a diferentes
porcentaje 0%, 10% y 20% revierte el efecto de la adrenalectomia. A estas mismas ratas con
reemplazo de corticosterona se les inyectd leptina via intracerebroventricular, encontraron
mayor reduccion en el consumo de alimento comparado con el macho control. Los niveles de
corticosterona disminuyen con la adrenalectomia y aumentan a niveles basales con el
reemplazo de corticosterona. Mientras que la adrenalectomia y el reemplazo de
corticosterona no tienen un efecto significativo en los niveles de insulina ya que ésta aumenta
de manera dependiente a la dosis de corticosterona. Con respecto a la leptina en las ratas
adrenalectomizadas, disminuyen los niveles, mientras que con el reemplazo de corticosterona
se revierte el efecto, ademas las inyecciones de leptina, aumentan la pérdida de peso corporal
(Gemmill y cols. 2002). Estos resultados sugieren, que el reemplazo de corticosterona
aumenta los niveles de leptina en las ratas adrenalectomizadas, como ya se ha reportado tanto
en humanos como en ratas administrandoles glucocorticoides (Kiess y cols. 1996). Es posible
entonces pensar, que primero debe haber un aumento en la concentracion de corticosterona,
para influir en el aumento de la secrecion de leptina, dato que no ha sido comprobado en el

contexto del consumo de agua azucarada.
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En este mismo contexto tenemos la siguiente investigacion en ratas machos adultas de
la cepa Sprague-Dawley, se les administrd leptina via intracerebroventricular por seis dias y
posteriormente las ratas fueron adrenalectomizadas o adrenalectomizadas con reemplazo de
corticosterona a diferentes porcentajes: 0 (C0), 40 (C40) y 80mg (C80). Mostraron que la
administracion de leptina a ratas adrenalectomizadas, reduce la ingesta de alimento y fue
aumentando dependiendo de la dosis del reemplazo de corticosterona. La leptina también
disminuye el peso corporal, independientemente de la presencia o ausencia de corticosterona.
La leptina disminuye en el grupo adrenalectomizado y el aumento de leptina es dependiente de
la dosis de corticosterona. Mientras que la corticosterona disminuye en las ratas
adrenalectomizadas y se revierte el efecto en presencia de leptina dependiente de la dosis de
corticosterona. La administracion de leptina en ratas adrenalectomizadas disminuye la insulina
y el reemplazo de corticosterona no afectd la disminucion de insulina. La glucosa disminuye
con la administracion de leptina, el cual fue acentuado por la adrenalectomia, mientras que el
reemplazo de corticosterona tiende a mantener los niveles de glucosa como el grupo control.
La leptina disminuye el nivel de triglicéridos en plasma independientemente de los niveles de
corticosterona. En el grupo adrenalectomizado, los triglicéridos se disminuyen ain mas que el
grupo control. El contenido de triglicéridos hepéticos disminuye con la administracion de
leptina y se revierte el efecto dependiente de la dosis de corticosterona. La administracion de
leptina también disminuye la actividad de la enzima lipoproteina en tejido adiposo inguinal y
epididimal. (Arvaniti y cols. 2001).
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2.2 Efecto de la sacarosa sobre la histologia de pancreas, tejido adiposo e higado

2.2.1 Pancreas
Un estudio realizado por Bleisch y cols. (1952), en ratones con obesidad maérbida por consumo

de sacarosa, observaron la presencia de hiperglucemia, resistencia a la insulina y aumento del
colesterol y lipogénesis, debido a que los islotes pancreaticos de esos animales estan
hipertrofiados y las células a y B presentan signos de hiperactividad. El contenido insulinico
del pancreas y la insulina sanguinea estan aumentados. El papel de la hormona de crecimiento
en este sindrome es fundamental, dado que estimula la produccion de glucagén por las células
a, la hiperglucemia producida por esta hormona activa el crecimiento y la funcionalidad de las
células B, las que serian, sin embargo, insuficientes para contrarrestar el efecto del glucagon

sobre la glucemia.

2.2.2 Tejido adiposo
En condiciones normales, el exceso de glucosa en el torrente circulatorio es captado por dos

vias: la primera, por higado, donde es trasformada en triglicéridos y por medio de la accion de
la insulina se almacenan en células del tejido adiposo; o directamente por tejido adiposo
favorecidas por la accion de la insulina, donde se almacena en forma de triglicéridos. Las
células del tejido adiposo visceral de ratas de cinco meses de edad, las cuales fueron sometidas
a consumo de agua azucarada desde el destete, muestran mayor cantidad de tejido adiposo,
favoreciendo la presencia de obesidad y alteraciones metabdlicas en estas ratas (EI Hafidi y
Bafios 1997; El Hafidi y cols. 2000, El Hafidi y cols. 2004, El Hafidi y cols. 2006). La insulina
es uno de los principales inhibidores de la movilizacion de acidos grasos, por lo que promueve
su almacenamiento en los adipocitos, lo anterior favorece la hipertrofia de los adipocitos
(Kahn y Flier 2000).

Los procesos de hipertrofia e hiperplasia adiposa, estan asociados con anormalidades
intracelulares de la funcion del adipocito, resultando consecuencias intracelulares y sistémicas
que incluyen resistencia a la insulina, produccion de adipocinas, acidos grasos libres. El
aumento en la masa grasa, se manifiesta como el aumento de lipidos intracelulares y gran

tamafio del adipocito (hipertrofia) y en el nimero de adipocitos (hiperplasia). La hipertrofia en
R —————————
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el adipocito, es evidente en el sobrepeso y diabetes tipo dos (Bahceci y cols. 2007), fue
originalmente considerada, como la Unica ruta por la cual la masa del tejido adiposo aumenta;
sin embargo, ahora se sabe que la hiperplasia del adipocito contribuye al incremento de la

masa del tejido adiposo en la obesidad (De Ferranti y Mozaffarian 2009).

2.2.3 Higado
El higado es el 6rgano central de los procesos metabolicos jugando un papel importante en la

maquinaria metabolica. Recientemente se ha estudiado la relacion del efecto de las dietas ricas
en grasa, con cambios en la arquitectura del higado, por la presencia de vacuolas de lipidos
presentes en las células que lo conforman. Para corroborar lo antes mencionado se utilizaron
ratones machos de la cepa C57BL/6, asignados a uno de los dos grupos: el grupo control con
una dieta estandar y el grupo con dieta alta en grasa 42% durante 6 semanas, observando en el
grupo con dieta alta en grasa, un aumento en el peso corporal, presencia de vacuolas de lipidos
en el higado con la tincién de hematoxilina-eosina que se corroboran con la tincion de rojo

oleoso que tifie triglicéridos comparado con el grupo control (Alkhouri y cols. 2009).

Posterior a esto, se ha mostrado en ratas macho Wistar de tres meses de edad, de
madres desnutridas durante la gestacion, que el consumo de agua azucarada al 5% durante dos
meses en edad adulta, provoca un aumento en el &rea del citoplasma del hepatocito, presencia
de esteatosis hepatica y niveles altos de triglicéridos, con respecto al tejido adiposo gonadal,
niveles de glucosa y colesterol no encuentran efectos. Con lo anterior concluyen que el
consumo de agua azucarada en concentraciones minimas provoca alteraciones histologicas en

higado y niveles altos de triglicéridos sanguineos (Pérez-Sanchez y cols. 2011).

La esteatohepatitis no alcohélica™ y la enfermedad de higado graso no alcohélico son
alteraciones hepéticas provocadas por el sindrome metabdlico. Ratas machos de la cepa Wistar
adultas fueron alimentados por cinco semanas con: fructosa, sacarosa, grasa, fructosa y grasa y

la dieta control. Observando mayor cantidad de esteatosis macrovesicular'®, aumento en el

1> Remitirse al glosario

1% Remitirse al glosario
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peso corporal y del higado, asi como un aumento en los niveles de triglicéridos en los
animales que consumieron fructuosa comparado con los otros cuatro grupos. Pero, al final del
experimento, el grupo que consumio fructuosa, presenta una disminucion en el contenido de
grasa epididimal y peso corporal comparado con los grupos que consumieron sacarosa y los
que consumieron fructuosa y grasa. Mientras que el grupo que consumié grasa, al final del
experimento presentd mayor peso corporal, comparado con los grupos que consumieron la
dieta control con fructuosa y la dieta fructuosa y grasa, pero sin observarse esteatosis
macrovesicular. Concluyendo que las ratas alimentadas con fructosa presentan un mayor grado

de esteatohepatitis no alcoholica (Kawasaki y cols. 2009).

2.3 Histologia de la glandula adrenal
Con respecto a la histologia de la glandula adrenal, se ha reportado la descripcién de la zona

medular en cobras, donde observaron modificaciones de la zona medular relacionadas con el
periodo estacionario en el que se encontraban, es decir, que en invierno existe degeneracion
de los cordones de las células de la corteza, mientras que en primavera y verano los nucleos
son grandes y las células se hipertrofian, lo que favorece un incremento de peso corporal en
estos animales. En julio y agosto, las células de la corteza disminuyen su tamafio, lo que
sugiere que existe una disminucion de corticosteroides, mientras que de septiembre a
diciembre existe un proceso de hiperplasia de las células de la corteza lo que favorece un
almacenamiento de lipidos y colesterol con una disminucion del peso corporal. Sugiriendo
que la glandula adrenal es de gran utilidad durante ciertos periodos estacionarios (Lofts y
cols. 1971).

Por otro lado, en nutrias jovenes y adultas se ha estudiado la cantidad de
catecolaminas y la microanatomia de la glandula adrenal, mostrando que los niveles de
catecolaminas adrenales fueron mayores en los animales jovenes que en los animales adultos.
Cabe mencionar que en los animales jovenes, la catecolamina predominante es la
norepinefrina, mientras que en el adulto es la epinefrina. Con respecto al peso de las
glandulas adrenales, tanto de hembras como en machos adultos no encontraron diferencias,

mientras que el peso corporal de los animales jévenes es mucho menor que el peso corporal
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de los adultos. En todos los animales estudiados independientemente de su edad, se observé
una diferencia en el tamafio de la glandula adrenal izquierda con respecto a la glandula
derecha, sin presentar diferencias en su conformacion, respecto a su histologia, las nutrias
adultas muestran una disminucién en el grosor de la médula adrenal a diferencia de las

nutrias jovenes (Katomski y Ferrante 1974).

Son pocos los estudios que muestran una descripcion histolégica de la glandula
adrenal, y de ellos, hay mas estudios relacionados con la medula adrenal que con la corteza
adrenal. Y nada con respecto a la participacion de la glandula adrenal relacionada con el
metabolismo de carbohidratos.
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3 JUSTIFICACION
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha sefialado que la obesidad es considerada

como el problema de salud méas importante de la actualidad, debido al nimero de personas que
la padecen, a las muertes que ocasiona y a que su presencia esta asociada con el incremento de
riesgo y predisposicion de padecer otras enfermedades (Booth y Lees 2007), entre las que se
incluyen las de indole cardiovascular (17%), osteoarticular (24%), gastrointestinal (11%)
ademas de la diabetes tipo dos (61%), atribuidas a la obesidad, entre otras.

En seres humanos, estudios epidemioldgicos correlacionan la presencia de obesidad
infantil con el consumo elevado de azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas a edades
tempranas, que conforme transcurre el tiempo estos excesos, llevan a presentar diversas
alteraciones, unas de ellas, la obesidad la cual se relaciona estrechamente con la presencia de
sindrome metabdlico (Rojas y cols. 2008).

Sin embargo, no hay estudios que relacionen el consumo de sacarosa con las
concentraciones de corticosterona y el arreglo histoldgico de la glandula adrenal, y por otro
lado, poco se sabe de la relacion que existe, entre el consumo elevado de sacarosa con las
concentraciones de corticosterona e indicadores metabdlicos. Los pocos estudios, en modelos
de rata que asocian la corticosterona con indicadores metabolicos, son muy drasticos porque
extraen las glandulas adrenales, por lo que, posiblemente, ademas de modificar indicadores
metabolicos deben estar modificando otros factores, dado que, la glandula adrenal participa en
otras funciones como en el estrés y el sistema inmune. Es por ello, que se hace necesario
indagar los efectos que tiene el consumo de sacarosa con la concentracion de corticosterona y
su relacion con los indicadores metabolicos, ademas de analizar el arreglo histologico de la
glandula adrenal del cual no se sabe nada, para obtener resultados que nos ayuden a conocer y
entender, la participacion de la glandula adrenal y la corticosterona con indicadores
metabolicos relacionados con la obesidad, con el afan de trazar estrategias que ayuden a

contrarrestar los estragos de tal enfermedad.
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4 HIPOTESIS

El consumo elevado de sacarosa aumenta la concentracion de corticosterona, modifica los
indicadores metabdlicos y provoca cambios en el arreglo histoldgico de la glandula adrenal

vs., las ratas que consumen agua simple.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la relacién entre la concentracion de corticosterona con la modificacién en los

parametros metabdlicos y el arreglo histoldgico de la glandula adrenal bajo el consumo

elevado de sacarosa.

5.2 Objetivos especificos
e Analizar la ganancia de peso corporal semanal en funcion del consumo de agua con
sacarosa durante 12 semanas
e Determinar el peso del tejido adiposo visceral y el indice de adiposidad corporal
e Determinar la concentracién de corticosterona en funcion del tiempo y tratamiento
e Determinar las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL,
VLDL, insulina y leptina en funcién de la condicion

e Evaluar el arreglo histoldgico en la glandula adrenal en funcion de la condicion
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Manejo de los animales
Se utilizaron 21 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad mantenidas en

condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 hrs, con ciclo luz-oscuridad invertido y
temperatura de 20+2 °C, con alimento y agua ad libitum. Todos los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo a la regulacion establecida en el Manual de
Seguridad en el trabajo de laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta y en la
Norma Oficial Mexicana en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio NOM-062Z0O0-
1999. EIl protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el comité de Bioética del

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta.

6.2 Grupos experimentales
Al dia del destete, se tomaron dos ratas de 20 madres diferentes. Las ratas se colocaron en

jaulas independientes y fueron alimentados con dieta normal Chow 5001 de Purina. La
diferencia es que a una rata, se le proporciond agua simple, grupo control (CC), mientras que
a la otra rata, se le proporciondé agua con sacarosa al 30%, grupo experimental (A30), tal
manipulacion se realizo a partir del dia 22 de edad y hasta los cuatro meses de edad. En esta
etapa, se registro diariamente el peso corporal, consumo de alimento y agua, durante los tres

meses de tratamiento, ver disefio experimental (Figura 4).
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6.2.1 Disefio experimental
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Figura 4. Disefio experimental. Grupo control (CC n=10), grupo con 30% de sacarosa (A30 n=11).

6.3 Obtencion de kilocalorias (Kcal) consumidas en el agua
Para la obtencion de kcal por agua se realizo lo siguiente:

1.- Se obtuvo la ingesta de agua por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente se elige un dia al azar para promediar y obtener los ml consumidos por

grupo por semana.

3.- Estos ml se multiplicaron por 30 gr de azucar y se dividieron entre 100 ml de agua para

obtener los g de aztcar consumidos.

4.- Estos g se multiplicaron por 4 que son las kcal que nos proporciona un gr de azUcar para

obtener las kcal ingeridas en el agua.
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6.4 Obtencion de kilocalorias (Kcal) consumidas en el alimento
Para la obtencion de kcal consumidas por el alimento:

1.- Se obtuvo la ingesta de alimento por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente se elige un dia al azar para promediar y obtener los g consumidos por grupo

por semana.

3.- Estos g se multiplicaron por 3.4 g que son las kcal que nos proporciona 1g de alimento
Chow 5001.

6.5 Obtencion de muestras sanguineas, glandula adrenal y tejido adiposo
Al término del tratamiento, previo al sacrificio, las ratas de ambos grupos fueron dejadas en

ayuno para lo cual se les quita el alimento a las ocho de la noche y a las ratas del grupo A30
se les retira el agua azucarada, colocandoles agua simple para cumplir un ayuno de doce
horas, al dia siguiente, a las ocho de la mafiana a cada rata se le mide la glucosa sérica con un
analizador Accutrend GCT, Roche Diagnostics. Inmediatamente después los animales fueron
sacrificados por decapitacion para colectar dos tubos (13 x 100mm) de sangre tanto a las
ratas controles como a las tratadas. La sangre se dejé reposar en bafio maria durante 15
minutos, después se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. El suero fue separado
haciendo alicuotas de 300 L de suero las cuales se conservaron en congelacion a -30°C. Ese
mismo dia se utilizd6 una alicuota para determinar las concentraciones de colesterol,
triglicéridos, HDL y VLDL. Posteriormente se utilizd otra alicuota para determinar las
concentraciones sanguineas de corticosterona, leptina e insulina. La rata decapitada
inmediatamente se coloc en posicion supina'’, se realizé una incisién longitudinal sobre la
linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal del pene. La glandula adrenal

y el tejido adiposo visceral y total, fue extraido y pesado.

' Remitirse al glosario
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6.6 Determinaciones bioquimicas
Para la determinacion de colesterol se utilizd el método enzimatico combinado de colesterol

oxidasa y colesterol esterasa. Segun el procedimiento No. 1010 de Stanbio Colesterol
liquicolor (LINCON laboratorios). En tubos Eppendorf se pipetearon 5 pl de la muestra
sanguinea con 500 pl del reactivo enzimaético liquido (cat No. 1011). Se agit6 en vortex y se
dejo estabilizar a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente se realizo la lectura
en un fotometro a 492 nm.

Para la determinacion de HDL, primero se precipitaron las lipoproteinas de muy baja
y baja densidad (LDL y VLDL respectivamente) por medio del reactivo de cloruro de
magnesio/dextran sulfato. Para esto, se pipetearon 125 pl de muestra sanguinea y 12.5 ul del
reactivo precipitante. Se agitd en vortex y se dejé estabilizar a temperatura ambiente por 5
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos. Luego se pipetearon
12.5 ul del sobrenadante y se agregd 500 ul del mismo reactivo que se utiliz6 para la
determinacion de colesterol total (reactivo enzimatico). Se agitaron en vortex y se dejaron
reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizé la lectura en un fotometro a 492
nm.

Para la determinacion de triglicéridos se utiliz6 un método colorimétrico enzimatico
(glicerolfosfato oxidasa). Segun el procedimiento No. 2100 del Stanbio Trigliceridos
liquicolor (LINCON Laboratorios). Se prepard previamente el buffer (cat No. 2102), por
cada 50 ml de éste, se adicionaron 50 ul de activador (cat No. 2102), se mezcl6 y se incub6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos antes de utilizarlo. Se agregd en el tubo Eppendorf
5 ul de muestra sanguinea y 500 pl de buffer. Se agitaron en vortex y se dejaron reposar por
10 minutos a temperatura ambiente. Se realizé la lectura en un espectrofotometro a 500 nm.

Una vez teniendo los datos de la concentracion de triglicéridos totales (que circulan
unidas a las VLDL) se estimo el colesterol asociado a las VLDL (CVLDL) segin la formula:
[CVLDL] =0.2 x [TGT].
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6.7 Obtencion y determinacion de corticosterona en muestras fecales
Para analizar la concentracion de corticosterona se obtuvieron muestras fecales por tres

razones: 1) Para evitar que las ratas se alteraran por la manipulacion en cautiverio y
estresarlos, por ejemplo, por transportarlos, con el uso de anestesia o cirugia para la
obtencion de la muestra sanguinea (Valdespino y cols. 2007), 2) En la degradacién de los
glucocorticoides al llegar a higado se inicia el catabolismo por la enzima 11B-HSD1 la cual
convierte a los glucocorticoides en metabolitos inactivos (17-cetoesteroides y sulfatos) para
ser eliminados en la orina o bilis como conjugados (Tomlinson y cols. 2004). En el intestino
estos metabolitos pueden ser reabsorbidos por la circulacién enterohepatica™® y luego ser
desechados en las heces en forma de corticosterona libre (Brousset Hernandez-Jauregui y
cols. 2005) y 3) Dado que se ha propuesto una accion local de glucocorticoides que al parecer
no son controlados por el eje HHA, sino por la enzima 11p3-HSD regulando el aumento en los
niveles de glucocorticoides, es posible se presente un aumento en los niveles de

corticosterona en heces, sin afectar las concentraciones en plasma (Stimson y Walker 2007).

6.7.1 Colecta de muestras fecales
La colecta de muestras fecales de las ratas, se realizo al final de la primera semana de haber

iniciado el experimento y posteriormente al final de cada mes hasta finalizar el experimento
(3 meses de tratamiento). Con una hora de diferencia entre colecta para evitar la degradacion
de las proteinas en un lapso de 10 hrs (iniciando a las 9:00 de la mafiana y concluyendo a las
19:00 hrs). Las muestras fecales fueron depositadas en bolsas de papel previamente
etiquetadas, con el nimero de la rata, asi como el tratamiento al que fueron sometidas,

posteriormente se guardaron a -30°C en un congelador (Revco) hasta el dia de la extraccion.

'8 Remitirse al glosario
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6.7.2 Extraccion de hormona en muestras fecales
Para la extraccion total de hormonas, las muestras fecales se descongelaron y pesaron en una

bascula analitica (Sartorius) para obtener los gramos totales de las mismas. Las muestras
fueron depositadas en tubos conico de polipropileno Falcon de 50 ml y se les agregé etanol (4
ml de etanol por 0.5 gr de muestra) y agua desionizada (1ml de agua por 0.5 gr de muestra).

Posteriormente las muestras se agitaron en un agitador finemixer SH2000 por 30 minutos en
movimiento constante, la solucion obtenida se centrifugd en una centrifuga clinica J-600 a
2500 rpm por 15 minutos. El extracto obtenido se colocé en tubos Eppendorf etiquetados y se
guardaron a -30°C en un congelador (Revco) hasta el analisis. Metodologia obtenida del
Institute of Biochemistry, University of Veterinary Medicine and Ludwig Boltzmann Institute

of Veterinary Endocrinology. Vienna, Austria. Version 2002.

6.7.3 Determinacion de corticosterona
El analisis de corticosterona tanto en heces como sanguinea se realizd por el método de

ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay) por medio de kits disponible
comercialmente, Kit Enzyme Immunoassay, compafila Assay Desing N0.900-097, la
sensibilidad del ensayo es de 2.11pg/ml Intraensayo y 5.32 pg/ml Interensayo y el porcentaje

de recuperacion fue del 70%. Los estandares y las muestras se corrieron por duplicado.

6.8 Determinacion de leptina e insulina por Radioinmunoanalisis (RI1A)
Estas hormonas se midieron en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran.

El radioinmunoanalisis se basa en una reaccion antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos
deben ser especificos contra la sustancia que queremos determinar. La cantidad de anticuerpo
afiadida al analisis es limitada, e inferior a la cantidad de antigeno total. Por lo que va a quedar
saturado con él. El antigeno es la hormona (de la muestra) que queremos determinar. Ademas
del antigeno presente en la muestra problema, se le afiade una cantidad conocida de antigeno
marcado (1'*°). Los dos tipos de antigenos compiten, en igualdad de condiciones, por unirse al

anticuerpo. Las concentraciones del antigeno marcado y del anticuerpo son constantes, la
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Unica variable del sistema es la concentracion de antigeno no marcado (muestra problema).
Cuanto mayor sea la cantidad de antigeno en la muestra problema, este desplaza al antigeno
marcado y por tanto se fija al anticuerpo cantidades menores de antigeno marcado (Janeway y
cols. 2003).

Una vez obtenidos los datos de la concentracion de insulina, se obtuvo el indice de
resistencia a la insulina mediante la siguiente formula HOMA: Glucosa (mmol/ml)* Insulina
(pmol/l)/ 22.5, la cual nos indica la capacidad de la insulina para producir la respuesta
fisiologica sobre el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa (Martinez de Morentin y
cols. 2003).

6.9 Analisis histoldgico de la glandula adrenal
Las glandulas se procesaron con Bouin'® durante 24 hrs. Posteriormente, el tejido fue

deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%),
aclarado en xileno para infiltrarlo e incluirlo en paraplast—Xtra. Se obtuvieron cortes
histoldgicos transversales de 7um de espesor (16 de cada animal glandula derecha e
izquierda) con un micrétomo, los cuales se colocaron en dos portaobjetos, ocho cortes por
laminilla. La primer la laminilla fue tefiida con hematoxilina eosina (tifie citoplasma y
ndcleo) para determinar el espesor de las capas, nimero de células, area de las células e
hipertrofia, con la ayuda de un analizador de Imagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007)
(Figura 5 y 6) en fotografias tomadas con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles,
montada en un microscopio Optico Zeiss Imager A.1 (a 400 aumentos totales). La segunda
laminilla fue tefiida con Tricromica de Masson (tifie colageno y vasos sanguineos). Debido a
la presencia de células globosas en la zona de la corteza adrenal, células indicadoras de
proceso inflamatorio, se decidié tefiir una sola laminilla con Wright (tifie células del sistema

inmune) de cada grupo.

¥ Remitirse al glosario
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6.10 Andlisis estadistico
Las medidas obtenidas se analizaron en una base de datos por medio del programa GraphPad

Prisma. Los datos de colesterol, glucosa, HDL y VLDL se analizaron por medio de una prueba
de t-Student (P<0,05). La prueba de Sperman se utilizd para correlacionar la corticosterona
sérica y corticosterona en heces, la corticosterona sérica y los gramos de heces, la
corticosterona en heces y los gramos de heces y la corticosterona en heces y el espesor de la
zona fasciculada. Los datos de corticosterona se analizaron con una prueba de ANOVA de dos

vias y Bonferroni como prueba pos-hoc (P<0,05). Todos los datos representan media + e.e.
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7 RESULTADOS

7.1 Peso corporal de las ratas
El peso corporal al inicio del tratamiento para las ratas controles que bebieron agua simple

(CC) fue de 98+5 g y para las ratas que bebieron agua azucarada al 30% (A30) fue de 8446 g.
Al final del experimento, las ratas del grupo CC tuvieron un peso corporal de 344+9g y las
ratas del grupo A30 tuvieron un peso corporal de 340+11 g, sin presentar diferencias
significativas a lo largo del experimento (Figura 5).

450 -~CC

400 —+-A30
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
SEMANAS

Figura 5. Registro de peso corporal semanal. Se muestra la mediate.e. No hay diferencia entre grupos. P>0.05, t-
Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.2 Consumo de alimento, agua y calorias totales de las ratas

El consumo de alimento semanal por 100g de peso corporal en el grupo CC fue de 22+0.73 y
en el grupo A30 fue de 11+0.29, el consumo de alimento en el grupo A30 disminuye un 50%
de manera constante desde el inicio del experimento por el consumo elevado de sacarosa

contenida en el agua (Figura 6).

El consumo de agua semanal por 100g de peso corporal en el grupo CC fue de 702 ml y en el
grupo A30 fue de 76x3 ml, sin encontrar diferencias significativas entre los grupos a lo largo

del experimento (Figura 7).
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Figura 6. Ingesta de alimento semanal por 100g de peso corporal. Se muestra la mediate.e. ElI consumo de
alimento disminuye por efecto del consumo elevado de sacarosa. *P< 0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).
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Figura 7. Consumo de agua semanal por 100g de peso corporal. Se muestra la mediate.e. No hay diferencia
entre grupos. P>0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).
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7.3 Parametros bioquimicos al sacrificio

7.3.1 Glucosa
La concentracion de glucosa en el grupo CC fue de 109.8+3.884 mg/dl y en el grupo A30 fue

de 100.0£7.335 mg/dl. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (P=0.266;
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Figura 8 Concentracién de glucosa previa al sacrificio. Se muestra la mediate.e. No hay diferencia entre grupos.
P>0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.3.2 Insulina
La concentracion de insulina en el grupo CC fue de 0.5+0.3 ng/ml y en el grupo A30 fue de

1.15+0.73 ng/ml. Se observa una diferencia significativa en la concentracion de insulina en

sangre entre los grupos (P=0.025; Figura 9). %
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Figura 9. Concentracion de insulina al sacrificio. Se muestra la mediate.e. La concentracion de insulina aumenta
por efecto del consumo elevado de sacarosa. *P< 0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

50



7.3.3 Indice de resistencia a la insulina
El indice de resistencia a la insulina en el grupo CC fue de 4.16+£2.5 mmol/pmol y en el grupo

A30 fue de 9.33+5.9 mmol/pmol. El indice de resistencia a la insulina se presenta en el grupo

A30 por efecto del consumo elevado de sacarosa (P=0.025; Figura 10).
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Figura 10. Indice de resistencia a la insulina por consumo elevado de sacarosa. Se muestra la mediaze.e.

*P< 0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).
7.3.4 Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos en el grupo CC fue de 44.2+2.435 mg/dl y en el grupo A30
fue de 68.91+7.873 mg/dl. La concentracion de triglicéridos en sangre aumenta por efecto del
consumo elevado de sacarosa (P=0.009; Figura 11).

100+ % %

Figura 11. Concentracion de triglicéridos séricos. Se muestra la mediate.e. La concentracién de triglicéridos
aumenta por efecto del consumo elevado de sacarosa ** P< 0.01, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).
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7.3.5 Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL)

La concentraciéon de VLDL en el grupo CC fue de 8.840+0.4870 mg/dl y del grupo A30 fue de
13.78+1.575 mg/dl. La concentracion de lipoproteina de baja densidad en sangre aumenta por

efecto del consumo elevado de sacarosa (P=0.009; Figura 12).
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Figura 12. Lipoproteinas de baja densidad (VLDL). Se muestra la mediate.e. La concentracién de VLDL
aumenta por efecto del aumento de triglicéridos. **P< 0.001, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.3.6. Colesterol

La concentracién de colesterol en el grupo CC fue de 59.85+2.498 mg/dl y en el grupo A30
fue de 61.23+2.647 mg/dl. No se encontraron diferencias significativas (P=0.711; Figura 13).
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Figura 13. Concentracion de colesterol sérico. Se muestra la mediate.e. No hay diferencias entre grupos.
P>0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).
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7.3.7 Lipoproteina de alta densidad (HDL)

La concentracion de la lipoproteina de alta densidad HDL en el grupo CC fue de 35.80+2.851

mg/dl y del grupo A30 fue de 43.18+2.869 mg/dl. No se encontraron diferencias significativas

(P=0.085; Figura 14).
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Figura 14. Lipoproteinas de alta densidad (HDL). Se muestra la mediate.e. No hay diferencias entre grupos.

P>0.05, t-Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.3.8 Leptina

La concentracion de leptina en el grupo CC fue de 2.5+£0.7 ng/dL y en el grupo A30 fue de

5+2.3 ng/dL. Se observa una diferencia significativa en la concentracion de leptina en sangre

entre los dos grupos (P=0.008; Figura 15).
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Figura 15. Concentracion de leptina al sacrificio. Se muestra la mediate.e. La concentracién de leptina aumenta
por efecto de los niveles elevados de insulina **P< 0.01), t-Student. CC (n=9) y A30 (n=7).
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7.4 Peso del tejido adiposo
En la Figura 16 se pueden observar las fotografias de las ratas colocadas en posicion supina

exponiendo el tejido adiposo visceral. Se observa mayor cantidad de tejido adiposo en la rata

del grupo A30 comparado con la rata del grupo CC.

CcC A30

¥

Figura 16. Fotografias exponiendo el tejido adiposo visceral al final del tratamiento. CC (n=10) y A30 (n=11).
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El peso relativo del tejido adiposo visceral en el grupo A30 fue de 2.2+1.3g y en el
grupo CC fue de 1£0.3g (Figura 17A). Mientras que el indice de adiposidad también es mayor
en el grupo A30 4+1.6 comparado con el grupo CC 2+0.4 (Figura 17B). El andlisis estadistico
muestra un aumento de tejido adiposo visceral y total por efecto del consumo elevado de

sacarosa contenida en el agua (P< 0.05).

A 3- * %k B 5- * %

Peso (%)

Figura 17. Peso relativo tejido adiposo visceral (A) e indice de adiposidad (B). Se muestra la mediaze.e.
Diferencias estadisticamente significativas comparado con el control durante el tratamiento. **P< 0.01, t Student.
CC (n=10) y A30 (n=11).

7.5 Corticosterona en heces por gramo de heces a lo largo del tiempo

Al final del dia siete de consumo elevado de sacarosa, la concentracion de corticosterona en el
grupo CC fue de 19737+1898pg/ml y del grupo A30 fue de 27178+12246pg/ml. No se
encontraron diferencias significativas entre grupos, pero si se observa una diferencia en el
peso corporal, consumo de alimento y agua en el grupo A30 comparado con el grupo CC
(Figura 18).

Al final del dia treinta de tratamiento, la concentracion de corticosterona en el grupo
CC fue de 29018+2673 pg/ml y en grupo A30 fue de 86768+33010 pg/ml (P<0.05, Figura 10),
observandose diferencias significativas, mientras el peso corporal tiende a disminuir en el
grupo A30 comparado con el grupo CC, sin embargo las diferencias con respecto al consumo

de agua y alimento parecen mantenerse (Figura 18). Para el dia sesenta de tratamiento
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experimental, la concentracion de corticosterona en el grupo CC fue de 25932+4111 pg/ml y
grupo A30 fue de 42817+15578 pg/ml (P>0.05; Figura 18), se observa una disminucion en la
concentracion de corticosterona en el grupo A30 con respecto al dia treinta de tratamiento, sin
diferencias significativas con respecto al grupo CC, las diferencias con respecto al peso
corporal desaparecen, mientras que las del consumo de alimento y agua siguen manteniéndose.
Al dia noventa de tratamiento, la concentracién de corticosterona en el grupo CC fue de
3094918153 pg/ml y en el grupo A30 fue de 38974+11352 pg/ml, (P>0.05; Figura 18), se
sigue observando la disminucion de la concentracion de corticosterona como se presento en el
dia sesenta sin encontrar diferencias con respecto al grupo control, el peso corporal, la ingesta

de alimento y agua se mantienen como en los sesenta dias.
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Dias 7 30 60 90
cc A30 cc A30 cc A30 cc A30
Peso corporal (g) 28+1 4542%** | 20438 184.3+6% | 306.1+7 29447 344.119 | 340.4+12
Ingesta de alimento (g/dia/100g de peso corporal) 16.5+1 11+1%** 11.4+0.2 6.4+3%** 8+0.3 410.2%** 741 3x1*es
(equivalente en Kcal) 56+2 35+2%**% | 39.140.7 | 22.1+1%** 2841 13+1%%* 23443 10+2%+*
Consumo de agua (ml/dia/100g de peso corporal) 5243.2 5947 32421 3442 2742 27414 22.444 23.145
(equivalente en Kcal) 0 7149 0 4142 0 3242 0 27.846
Kcal totales (g/dia/100g de peso corporal) 56+2 105+8*** | 39.240.7 63+2%%* 28+1 45:2%** | 23.440.9 | 4515.3***

Figura 18. Concentracion de corticosterona en heces. Se muestra la mediaze.e. * Diferencias significativa por el
consumo de agua azucarada en el dia treinta (P<0,05), posteriormente no hay diferencias entre grupos. ANOVA
dos vias, Bonferroni post hoc, la tabla muestra peso corporal, consumo de alimento y agua, asi como los
equivalentes en calorias y las calorias totales. Mostrando diferencias significativas en el peso corporal del grupo
A30 en los dias 7 y 30 con respecto al grupo CC. Mientras que las diferencias con respecto al consumo de agua y
alimento se mantienen desde dia 7 hasta el dia 90 en grupo A30. ***P< 0.001, t Student. CC (n=10) y A30

(n=11).
Tratamiento, F ; 3=4.394; P=0.0408 (< 0.05)
Tiempo, F ;3=1.796; P= 0.1561 (>0.05)

Interaccion, F 13=1.220; P=0.3089 (>0.05)
R —————————
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7.5.1 Correlacion entre la concentracion de corticosterona en heces por gramo de heces
En la figura 19A se muestra la correlacion de la corticosterona en heces por gramos de heces

al final del experimento en el grupo CC, mientras que en la figura 19B se muestra la
correlacion de la corticosterona en heces por gramos de heces al final del experimento en el
grupo A30. No se observa correlacion en ningun grupo, es decir, la concentracion de

corticosterona en heces fue independiente de los gramos de heces colectados en ambos grupos.
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Figura 19. A) Correlacion de corticosterona en heces con los g de heces del grupo CC. Se muestra la mediaze.e.
No hay diferencias en el grupo. Correlacion de Sperman r=-0.2242; P= 0.5367. B) Correlacion de corticosterona
en heces con los g de heces del grupo A30. Se muestra la mediaze.e. No hay diferencias en el grupo. Correlacién
de Sperman r=-0.2974; P=0.1904. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.5.2 Correlacion entre la corticosterona sérica y la corticosterona en heces

La figura 20A muestra la correlacion entre la corticosterona sérica y la corticosterona en heces
al final del experimento en el grupo CC y la figura 20B muestra la correlacion entre la
corticosterona sérica y la corticosterona en heces al final del experimento en el grupo A30. No
se observa correlacion en ningdn grupo, es decir, la concentracion de corticosterona sérica fue

independientes a la concentracidn corticosterona excretados en heces en ambos grupos.
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Figura 20. A) Correlacion entre la corticosterona sérica y la corticosterona en heces del grupo CC. Se muestra la
mediazte.e. No hay correlacién en el grupo. Correlacién de Sperman r=-0.1394; P= 0.7072. B) Correlacion entre
la corticosterona sérica y la corticosterona en heces del grupo A30. Se muestra la mediate.e. No hay correlacion
en el grupo. Correlacion de Sperman r=-0.009091; P= 0.9895. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.5.3 Correlacion entre la corticosterona sérica y los gramos de heces
En la figura 21A se muestra la correlacion entre la corticosterona sérica y los gramos de heces

al final del experimento en el grupo CC y en la figura 21B se muestra la correlacion entre la
corticosterona sérica y los gramos de heces al final del experimento en el grupo A30. No se
observan correlaciones, es decir, la concentracion de corticosterona serica fue independiente

de los gramos de heces en ambos grupos.
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Figura 21. A) Correlacion entre la corticosterona sérica y los gramos de heces en el grupo CC. Se muestra la
mediaze.e. No hay diferencias en el grupo CC. Correlacién de Sperman r= -0.2970; P= 0.4069. B) Correlacion
entre la corticosterona sérica y los gramos de heces en el grupo A30 Se muestra la mediate.e. No hay diferencias
en el grupo A30. Correlacion de Sperman r=0.3091; P=0.3560. CC (n=10) y A30 (n=11).
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7.6 Peso y caracteristicas histolégicas de la glandula adrenal

7.6.1 Peso de la glandula adrenal
El peso de las glandulas adrenales por 100 gramos de peso corporal en el grupo CC fue de

0.02+0.005 gramos y en el grupo A30 fue de 0.021+0.002 gramos. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos (P=0.527; Figura 22).
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Figura 22. Peso de las gldndulas adrenales. Se muestra la mediate.e. No hay diferencias entre grupos. P>0.05, t-
Student. CC (n=10) y A30 (n=11).

7.6.2 Histologia de la glandula adrenal

Los cortes histologicos de las glandulas adrenales derecha e izquierda en el grupo CC,
muestran que las zonas de la corteza adrenal se encuentran bien delimitadas. Sin embargo, se
observan diferencias histologicas entre las dos glandulas, en la zona reticular de la glandula
derecha podemos observar espacios sinusoidales pequefios, mientras en la zona reticular de la
glandula izquierda, se observan espacios sinusoidales grandes, en ambas glandulas podemos
encontrar el ndcleo y el citoplasma bien delimitado como podemos observar en las

microfotografias (figura 23).
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DERECHA IZQUIERDA

Figura 23. Microfotografias de los cortes histolgicos de las gléndl adrenales (derecha e izquierda) del grupo
CC (n=10). ZG (Zona Glomerular), ZF (Zona Fasciculada), ZR (Zona Reticular), M (Médula adrenal) tefiido con
Hematoxilina-Eosina (10x).

En los cortes histoldgicos de la médula de glandula adrenal derecha en el grupo CC, podemos
observar el nucleo y citoplasma de las células cromafines delimitados asi como la presencia de

espacios sinusoidales, mientras que en la médula de la glandula adrenal izquierda, las células
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cromafines se encuentran compactas sin presencia de espacios sinusoidales (Microfotografias
a 10X, Figura 24A). En la microfotografia a 40X, se pueden observar con mayor claridad estas

diferencias entre ambas glandulas del grupo control (Figura 24B).
Der 1zq

Figura 24. A Microfotografias de los cortes histologicos de la médula adrenal (derecha e izquierda) del grupo
CC. Zona Reticular (ZR), Médula adrenal (M) (10x). B Microfotografias de los cortes histolégicos de la médula
adrenal (derecha e izquierda) del grupo CC tefiido con Hematoxilina-Eosina. Médula adrenal (M) células
cromafines (= ) (40x). Grupo CC (n=10).

En la tabla 2 se observa el peso, espesor de las zonas, area y nimero de células que conforman
la corteza y la médula de la glandula adrenal derecha e izquierda del grupo CC. Observado un
aumento en el nimero de células en la zona fasciculada de la glandula derecha comparada con

la glandula izquierda del grupo CC (P<0.05).
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Tabla 2. Caracteristicas histolégicas de la glandula adrenal derecha e izquierda del grupo control

Variables Derecha lzquierda
Control Control

Peso (mg/100g peso corporal) 9+7 9+7
Espesor de la corteza (um) 4435+423.1 5189+144.8
Espesor de |la zona glomerular (pm) 60.21+6.11 55.57+4.00
Area de células de la zona glomerular (um) SN SN
Numero de células de la zona glomerular 54.40+5.68 56.80+9.36
Espesor zona de la zona fascicular (um) 365.60+18.75 350.80+18.93
Area de las células de la zona fascicular (um) 127.70+7.06 157.40+13.17
Numero de células de la zona fascicular 38.50+3.60 37.67+2.20
Espesor de la zona reticular (um) 402.50+28.25 523.30+33.07*
Area de células de la zona reticular (um) 87.75+6.84 105.5+9.00
Numero de células de la zona reticular 56.83+3.32 45.17+3.04*
Espesor de la médula (um) 3202+215.1 2611+199.5
Area de células de la médula(um) 152.20+5.71 160.80+13.83
Numero de células de la médula 38.29+3.20 46.29+4.35

Se muestra media+e.e. Diferencia estadisticamente significativa en la glandula adrenal derecha comparada con la
glandula adrenal izquierda del grupo control. *P<0.05 t Student, CC (n=10)

Los cortes histoldgicos de las glandulas adrenales derecha en el grupo A30, muestran que hay
un aumento en el espesor de la zona reticular y una disminucion en el espesor de la zona
fasciculada en la corteza de la glandula adrenal. Sin embargo, en la glandula adrenal izquierda,

no observamos estos cambios como podemos observar en las microfotografias (figura 25).
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DERECHA IZQUIERDA

Figura 25. Microfotografias de los cortes histoldgicos de las glandulas adrenales (derecha e izquierda) del grupo
A30 (n=11). ZG (Zona Glomerular), ZF (Zona Fasciculada), ZR (Zona Reticular), M (Médula adrenal) tefiido
con Hematoxilina-Eosina (10x).

En la microfotografia a 10X de los cortes histologicos de la médula de glandula adrenal
derecha en el grupo A30, podemos observar espacios sinusoidales mucho mas grandes y las
células cromafines se compactan, comparado con el grupo control, mientras que en la medula
de la glandula adrenal izquierda, no observamos espacios sinusoidales y las células cromafines
se observan compactadas (Figura 26A). En la microfotografia a 40X, se pueden observar con
mayor claridad estas diferencias entre ambas glandulas del grupo control (Figura 26B).
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Figura 26. A Microfotografias de los cortes histoldgicos de la médula de la glandula adrenal (derecha e
izquierda) del grupo A30. Zona Reticular (ZR), Médula adrenal (M) (10x). B Microfotografias de los cortes
histolégicos de la médula de la glandula adrenal (derecha e izquierda) del grupo A30. Médula adrenal (M) células
cromafines (=) (40x), tefiido con Hematoxilina-Eosina. Grupo A30 (n=10).

La tabla 3 muestra el peso, espesor de las zonas, area y nimero de células que conforman la
corteza y la médula de la glandula adrenal derecha e izquierda del grupo A30. Observando un
aumento en el espesor de la zona fasciculada, en el nimero de células en la zona reticular y en
el area de las células de la medula adrenal izquierda con respecto a la medula adrenal derecha
(P<0.05).
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Tabla 3. Caracteristicas histologicas de la glandula adrenal derecha e izquierda del grupo experimental

Variables Derecha lzquierda
A30 A30
Peso (mg/100g peso corporal) 10+6 10+4
Espesor de la corteza (um) 5744+311.3 5150+153.8
Espesorde la zona glomerular (um) 62.81+4.158 77.67+11.80
Area de células de |a zona glomerular (um) SN SN
NuUmero de células de la zona glomerular 65.80+15.66 51.80+8.28
Espesor zona de la zona fascicular (um) 258.7+423.77 339.40+21.81*
Area de las células de la zona fascicular (um) 134.3_13.61 126.6+9.19
Nudmero de células de la zona fascicular 50.00+1.05 39.80+3.07*
Espesor de la zona reticular (um) 525.70+41.11 589.40+34.21
Area de células de la zona reticular (um) 87.36+8.88 93.8445.36
Numero de células de la zona reticular 59.00+2.61 50.40+3.44
Espesor de la médula (pm) 2476+236.8 2487+171.4
Area de células de la médula (um) 149.8+11.13 133.4+9.36
Ndmero de células de la médula 37.00+4.23 39.80+6.00

Se muestra media+e.e. Diferencias estadisticamente significativas en la glandula adrenal derecha comparado con
la glandula adrenal izquierda del grupo A30. *P<0.05 t Student, CC (n=10) y A30 (n=11).

En la tabla 4, se muestra las diferencias encontradas en la glandula adrenal tanto
derecha, como izquierda entre los dos grupos. En el grupo A30 en la glandula adrenal derecha,
aumenta el espesor de la corteza y de la zona reticular, disminuyendo el espesor de la zona
fasciculada y la médula con un aumento en el area de las células de la zona fascicular. Con
respecto a la glandula izquierda solo se encontraron diferencias en la disminucion del area de
las células de la zona reticular, comparado con el grupo control. Con respecto a la médula

adrenal no se encontraron diferencias entre los grupos.
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Tabla 4. Caracteristicas histologicas de la glandula adrenal derecha e izquierda

Variables DERECHA IZQUIERDA
cc A30 CcC A30
Peso (mg/100g peso corporal) 947 1046 947 1044
Espesor de la corteza (um) 4435+423.1 5744+311.3* 5189+144.8 5150+153.8
Espesor de la zona glomerular (um) 60.21+6.11 62.81+4.16 55.57+4.00 77.67412.00
Area de células de la zona glomerular (um) SN SN SN SN
Numero de células de la zona glomerular 54.4045.68 65.80+15.66 56.80+9.36 51.80+8.28

Espesor zona de la zona fascicular (um)
Area de las células de la zona fascicular (um)
Numero de células de la zona fascicular
Espesor de la zona reticular (um)

Area de células de la zona reticular (um)
Numero de células de la zona reticular
Espesor de la médula (um)

Area de células de la médula(um)

Numero de células de la médula

365.60+18.75
127.0+7.06
38.5043.60

402.50+28.25
87.7546.838
56.83+3.32
3202+215.1
152.245.71

38.2943.20

258.70+23.77**
134.3+3.61
50.00+1.05*
525.70+41.11*
87.3618.88
58.00+2.61
2476+236.8*
149.8+11.13

37.00+4.23

350.80+18.93
157.4+13.17
37.67+2.20

523.30+33.07
105.5+19.00
45.17+3.04
2611+215.1
160.8+13.83

46.29+4.35

339.40+21.81
126.649.19
39.8043.07

589.40+34.21
93.8445.36
50.40+3.44
2487+171.4
133.449.36

39.80+5.98

Se muestra media+e.e. Diferencias estadisticamente significativas entre glandulas y grupos. *P<0.05; **P< 0.01 t

Student, CC (n=10) y A30 (n=11).

En la figura 27, se muestra las microfotografias solamente de los cortes histoldgicos de la

glandula adrenal derecha, dado que fue la glandula que presenté méas cambios por el consumo

de sacarosa. Con la tincion de Tricromica de Masson, podemos observar que la capa de tejido

conectivo que rodea a la glandula adrenal es méas delgada en el grupo A30, asi como los

espacios sinusoidades mas grandes en las zonas fascicular y reticular comparado con el grupo

control, que ya habiamos observado con la tincion de hematoxilina eosina (Figura 25). En las

microfotografias a 40X, podemos observar mejor los espacios sinusoidales méas grandes en el

grupo A30, asi como la presencia de celulas globosas que son indicadores de inflamacion

comparado con el grupo control (Figura 28).
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cc | A30

Figura 27. Microfotografias de los cortes histologicos de la glandula adrenal derecha de ambos grupos.
Observamos mas grandes los espacios sinusoidales ( =) en la zona reticular del grupo A30 tefiido con
Tricromica de Masson en comparacion con el grupo control. CC (n=10) y A30 (n=11).

Figura 28. Microfotografias de los cortes histologicos de la glandula adrenal derecha de ambos grupos.
Observamos mas grande los espacios sinusoidales del grupo A30 ( = y la presencia de células globosas (=)
en la zona reticular, teflido con Tricrémica de Masson en comparacion con el grupo control. CC (n=10) y A30
(n=11).

En las microfotografias de los cortes histoldgicos de la medula adrenal derecha tefiida con
Tricromica de Masson, podemos observar mas espacios sinusoidales, mayor nimero de vasos
sanguineos y mayor cantidad de colageno y las células cromafines mas compactadas en el
grupo A30 comparado con el grupo CC (Figura 29A a 10X). En las microfotografias a 40X,
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podemos observar mejor estas diferencias (Figura 29B). Mientras que en la médula adrenal

izquierda no se observan cambios entre los grupos.

Figura 29. A Microfotografias de los cortes histologicos de la médula adrenal derecha de ambos grupos (CC y
A30) (10x). B Células cromafines ( =), presencia de espacios sinusoidales y vasos sanguineos ( ) (40x)
tefiida con Tricromica de Masson. CC (n=10) y A30 (n=11).

En las microfotografias de los cortes histoldgicos de la glandula adrenal tefiida con Wright,
podemos observar la presencia de mas leucocitos en la zona fasciculada y reticular de la
corteza y también en la médula de la glandula adrenal derecha del grupo A30, comparado con
el grupo CC sin observar leucocitos en la zona glomerular en ambos grupos (Figura 30 A, B,
C).
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Figura 30 Microfotografias de los cortes histoldgicos de la glandula adrenal. A Células de la zona fasciculada de
la glandula adrenal derecha de ambos grupos (CC y A30). B Células de la zona reticular de la glandula adrenal
derecha de ambos grupos (CC y A30). C Células cromafines de la médula adrenal derecha de ambos grupos (CC

y A30) observamos la presencia de leucocitos (—) (100x) tefiida con Tincién de Wright.
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7.7. Corticosterona en heces y espesor de la zona fasciculada
En la figura 31A, se muestra la correlacion de la concentracion de corticosterona en heces y

el espesor de la zona fasciculada de la corteza adrenal al final del tratamiento en el grupo CC,
observandose que existe correlacion, es decir la concentracion de corticosterona en heces es
dependiente del espesor de la zona fasciculada. Mientras que en la figura 31B, se muestra la
correlacion de la concentracion de corticosterona en heces y el espesor de la zona fasciculada

de la corteza adrenal al final del tratamiento en el grupo A30, no se observa esta correlacion.
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Figura 31. A) Correlacién de la concentracion de corticosterona en heces con el espesor de la zona fasciculada
en el grupo CC. Se muestra la mediaze.e. Si existe correlacion. Correlacion de Sperman r= 0.7212; *P= 0.0234.
B) Correlacion de la concentracidn de corticosterona en heces con el espesor de la zona fasciculada en el grupo
A30. Se muestra la mediate.e. No existe correlacién. Correlacién de Sperman r=-0.3455; P= 0.2993. CC (n=10)
y A30 (n=11).
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7.8 Espesor y numero de nucleos de la zona fasciculada

En la figura 32A, se muestra la correlacion entre el espesor y el nimero de nucleos de la zona

fasciculada en el grupo CC y la figura 32B, se muestra la correlacion entre el espesor y el

namero de nucleos de la zona fasciculada en el grupo A30. No se observa correlacion, es

decir, el nimero de nucleos son los mismos independientemente del espesor de la zona

fasciculada en ambos grupos.
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Figura 32. A) Correlacién entre el espesor de la zona fasciculada y el nimero de ndcleos en el grupo CC. Se
muestra la mediate.e. No existe correlacion. Correlacion de Sperman r= 0.3333; P= 0.3487. B) Correlacion entre
el espesor de la zona fasciculada y el nimero de ntcleos en el grupo A30. Se muestra la mediate.e. No existe
correlacion. Correlacion de Sperman r= 0.1459; P= 0.6821. CC (n=10) y A30 (n=11).
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8 DISCUSION

Dietas ricas en carbohidratos proporcionadas a ratas machos al destete, han mostrado la
presencia de trastornos metabolicos. Por otro lado, se han encontrado trastornos metabdlicos
en ratas machos adultos que fueron alimentados con dieta alta en sacarosa y grasa y un
aumento en la concentracion de corticosterona, mientras que la adrenalectomia revierte los
efectos de la dieta. Sin embargo, no hay estudios que reporten los efectos por consumo
elevado de sacarosa a temprana edad, sobre la concentracion de corticosterona ni tampoco las
alteraciones a nivel histologico de la glandula adrenal. Este estudio se realizo para conocer el
papel de la sacarosa sobre la concentracion de corticosterona, indicadores metabdlicos e

histologia de la glandula adrenal.

Lo que encontramos fue que las ratas que consumen agua con sacarosa presentan
algunas de las caracteristicas encontradas en pacientes con sindrome metabdlico, como
alteraciones en el metabolismo lipidico, lo que conlleva a una hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia y el aumento en la acumulacion de tejido adiposo visceral comparado con el
grupo control, como se ha descrito en otros estudios (EI Hafidi y Bafios 1997; EI Hafidi y cols.
2000, Alexander y cols. 2004; El Hafidi y cols. 2004, El Hafidi y cols. 2006; Herman-Oron y
cols. 2008; Pérez-Torres y cols. 2009). Sin embargo, a pesar de encontrar un incremento en la
acumulacion de tejido adiposo visceral en las ratas que consumieron agua con sacarosa, no
podemos considerarlas como ratas obesas ya que no encontramos diferencias en el peso
corporal de ambos grupos. Aungue London y cols. (2009) consideran en su estudio que la rata
obesa, es aquella que presenta mayor cantidad de tejido adiposo comparado con la rata control.
En nuestro estudio la acumulacion de grasa no aumenta el peso corporal, esto puede deberse a
la disminucién del consumo de alimento en las ratas que consumieron sacarosa, mientras que
el consumo de agua fue similar en ambos grupos, por lo que las ratas que consumieron
sacarosa, ingirieron mas calorias totales. La composicion corporal no fue analizada, pero si se
observo un aumento de tejido adiposo visceral e indice de adiposidad en las ratas que
consumieron agua con sacarosa como podemos observar en la figura 6 A y B. Estas

observaciones son similares a las descritas previamente (El Hafidi y cols. 2001; Alexander y
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cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009), sin conocer si la administracion de sacarosa resulto en
un aumento del contenido de tejido adiposo a expensas de otros tejidos.

Cabe resaltar que el fenotipo obeso no se puede inducir en ausencia de las glandulas
adrenales, asi parece claro que se requiere de glucocorticoides para inducir obesidad
(Zakrzewska y cols. 1999) especialmente, obesidad inducida por dieta en grasa (Bjorntorp y
cols. 2000; Arnaldi y cols. 2010) y dieta rica en sacarosa y grasa (Mantha y cols. 1999;
Mantha y Deshaies 2000). Ha sido establecido, que dietas ricas en sacarosa inducen obesidad
abdominal, hipertrigliceridemia y dislipidemia, pero no esté claro, como es que en la obesidad
se presentan niveles altos de cortisol excretado en orina en humanos (Bjorntorp y cols. 2000;
Stewart y Tomlinson 2002) y corticosterona en rata (Draper y Stewart 2005; Espindola-

Antunes y Kater 2007) sin cambios en la concentracion sistémica.

Lo que nosotros encontramos es que la sacarosa induce un aumento en la
concentracion de corticosterona en heces a los 30 dias de tratamiento, esto podria deberse al
aumento de la tasa metabdlica del tejido adiposo e higado en estos animales, el mecanismo por
el cual, el consumo de sacarosa aumenta los niveles de corticosterona en heces al primer mes
podria atribuirse al aumento de la actividad oxido-reductasa de la enzima 113-HSD1, tanto en
tejido adiposo como en higado provocando un aumento de glucocorticoides intracelular, dicha
enzima se relaciona con el metabolismo lipidico en higado y en tejido adiposo (Seckl y cols.
2004; Tomlinson y cols. 2004; Stimson y Walker 2007; Saiah 2008), esto se ha mostrado en
ratones knock-out donde una dieta rica en sacarosa aumenta la expresion del mRNA de la
enzima hexosa 6-fosfato deshidrogenasa (enzima sintetizada a partir de la sacarosa) en tejido
adiposo, lo que produce un aumento de la Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato-
oxidasa (NADPH) necesaria para la actividad oxido-reductasa de la enzima 11p-HSD1
(Bujalska y cols. 2005; Lavery y cols. 2006), por lo que, una dieta rica en sacarosa favorece un
flujo citosolico de la via de las pentosas a través de la enzima glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en tejido adiposo (London y cols. 2007; London y cols. 2009), y por
consiguiente el aumento en el flujo de la actividad de la enzima 11B-HSD1. Es de gran

relevancia mencionar que la concentracion de corticosterona encontrada en heces es
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independiente de los gramos de heces colectados, es decir, que la cantidad no influye en la

concentracion.

A partir de los dos meses de la ingesta de agua con sacarosa, disminuye la
concentracion de corticosterona y se mantiene ese nivel hasta el final del experimento, no
encontrando diferencias comparado con el grupo control. Nosotros suponemos, por un lado,
que el aumento en la concentracion de insulina, influyé para aumentar la concentracion de
leptina, dado que se ha mostrado que la insulina es el principal estimulador de la secrecion de
leptina, aumentando la expresion del gen ob que sintetiza leptina (Rohner-Jeanrenaud 1999;
Perello y Spinedi 2004). Por otro lado, el aumento en la concentracion de corticosterona al
primer mes estaria influyendo en el aumento de la concentracion de leptina, dado que se ha
mostrado que en ratas adrenalectomizadas, se disminuye la concentracién de leptina, mientras
que con el reemplazo de corticosterona revierte el efecto (Gemmill y cols. 2002), como ya se
ha reportado, tanto en humanos como en ratas administrandoles glucocorticoides (Kiess y cols.
1996), por lo que es posible sugerir, que al existir un aumento en las concentraciones de
insulina y corticosterona aumenten las concentraciones de leptina induciendo un down-
regulation en la glandula adrenal, disminuyendo la concentracion de corticosterona al segundo
y tercer mes de consumo de agua con sacarosa. Sin embargo, no sabemos y seria interesante
analizar la concentracién de corticosterona, insulina y leptina sanguinea desde el primer mes
del consumo de agua azucarada, analisis que no ha sido estudiado en el contexto del consumo

de agua con sacarosa a temprana edad.

De la misma forma el aumento de insulina podria ser la causa por la que no
encontramos diferencias en los niveles de glucosa, y es posible que la concentracion de
insulina esté promoviendo el almacenamiento de triglicéridos en el adipocito, dado que se ha
mostrado que la insulina es uno de los principales inhibidores de la movilizacion de acidos
grasos (Kahn y Flier 2000) favoreciendo la hipertrofia de estas células. Sin embargo,
encontramos una diferencia significativa de resistencia a la insulina en el grupo experimental
comparado con el control, lo que sugiere que hay una alteracion en la captura de glucosa, en la

sintesis de aminoacidos en musculo y la sintesis de triglicéridos en tejido adiposo como se ha
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reportado (Vegiopoulos y Herzing 2007). Mientras que los efectos periféricos de leptina son
muy importantes para inhibir la ingesta de alimento, por lo que sugerimos que probablemente
este aumento de leptina esté contribuyendo en la disminucion de la ingesta de alimento que

encontramos en las ratas que consumieron agua azucarada.

Nuestro estudio muestra que no hay diferencia en la concentracién de glucosa,
colesterol, HDL y tampoco en la concentracién de corticosterona en suero al final del
experimento lo que se correlaciona con la concentracion de corticosterona en heces. Pero si
existen diferencias en las concentraciones de triglicéridos y VLDL que no podemos explicar
sea consecuencia del peso corporal, debido a que no encontramos diferencias entre los dos
grupos de ratas, estos datos coinciden con los reportados en otros estudios (EI Hafidi y cols.
2001; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009).

Efecto del consumo elevado de sacarosa sobre la histologia de la glandula adrenal

No hay diferencias en el peso de las glandulas adrenales con respecto al peso corporal de las
ratas en ambos grupos. Un dato interesante que encontramos, es que la glandula adrenal no es
homogénea en su estructura anatomica, quizas por las diferencias de la forma e irrigacion. En
el grupo control se puede observar gque las zonas de la corteza, nucleo y citoplasma estan bien
delimitadas en ambas glandulas. Sin embargo, se puede observar que la zona reticular de la
glandula derecha presenta espacios sinusoidales pequefios, mientras que en la zona reticular de
la glandula izquierda, se observan espacios sinusoidales grandes. Con respecto a la médula
adrenal derecha, también podemos observar el ndcleo y citoplasma de las células cromafines
delimitados, asi como la presencia de espacios sinusoidales, mientras en la médula de la
glandula izquierda, las células cromafines son méas compactas y no se observan espacios

sinusoidales.

En el grupo experimental, contrario o lo observado en la glandula derecha del grupo
control, encontramos aumenta el tamario de los sinusoides por lo que aumenta el espesor de la
zona reticular, y como consecuencia disminuye el espesor de la zona fasciculada y aumenta el

namero de células de esta zona. Sin embargo, en la glandula adrenal izquierda no observamos
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estos cambios tan evidentes en la glandula derecha, solo una disminucién en el area de las
células de la zona reticular como se puede observar en las microfotografias (figura 20). Lo que
pensamos es que debido a que en la zona reticular aumenta el tamarfio de los sinusoides, el
espesor de la zona fasciculada se hace mas compacta y disminuye su espesor y ésta para tratar
de compensar su funcion, aumenta el numero de células en dicha zona. Este desarreglo de la
glandula adrenal al final del experimento, puede ser otro factor que provoque la disminucion
de la concentracion de corticosterona. Tampoco encontramos una correlacion entre la
concentracion de corticosterona excretada en heces y numero de nucleos con el espesor de la
zona fascicular. Con respecto a la médula adrenal derecha se puede observar espacios
sinusoidales mas grandes y las células cromafines se compactan, mientras que en la médula
izquierda, no se observan espacios sinusoidales. Como vemos el efecto de la sacarosa afecto

mas a la glandula adrenal derecha, tanto en la corteza y médula adrenal.

Después de observar con la tincion de hematoxilina eosina la presencia de espacios
sinusoidales mas grandes en la zona fasciculada y reticular de la corteza y también en la
médula adrenal, nos preguntamos si podria contener colageno en su interior. Por ello, se
utilizé la tincién de Tricrémica de Masson, solamente de los cortes histoldgicos de la glandula
adrenal derecha, dado que fue la glandula que presentdé mas cambios por el consumo de
sacarosa. Con esta tincion pudimos corroborar el desarreglo histoldgico de la glandula adrenal
encontrado con la tincion de hematoxilina eosina, pero también observamos que la glandula
adrenal derecha del grupo experimental, estd rodeada de una capa de tejido conectivo méas
delgada comparada con grupo control, también pudimos observar que en la zona reticular se
encuentran células globosas, lo que nos indica la presencia de inflacion. Es evidente que el
consumo de agua azucarada provocéd un desarreglo en la glandula adrenal, el aumento en el
tamafo de los espacios sinusoidales lo que hace que cambie el grosor de las zonas de la
corteza adrenal. Mientras que en la medular de la glandula adrenal derecha se puede observar,
mayor numero de vasos sanguineos, las células cromafines mas compactas y mayor cantidad
de colageno lo que nos indica el inicio de fibrosis en el grupo experimental comparado con el

grupo control. Se ha reportado, que la inflamacion y la presencia de colageno es el comienzo
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de un proceso de fibrosis lo que podria alterar la secrecién hormonal (Brown y cols. 1989) de
esta manera la retroalimentacion del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal se podria alterar y
posteriormente provocar la muerte celular por ello, la presencia de células pro y

antiinflamatorias (Romero-Sarmiento y cols. 2012).

Se ha reportado que la leptina favorece la llegada de macréfagos, participando como un
quimioatrayente en la célula, debido a que aumenta la sintesis de ciertas quiomiocinas como la
proteina quimioatrayente de mococitos-1 (MCP-1 por sus siglas en inglés), y vias de
sefializacion necesarias para la migracion de macréfagos como la de la cinasa aminoterminal
c-Jun-1 (JAK-1 por sus siglas en inglés), la sefial de activadores de transduccion (STAT por
sus siglas en inglés), las cinasas proteicas activadoras de la mitogénesis (MAPK por sus siglas
en inglés) y la fosfatidilinositol 3-quinasa que regulan la activacion de los macréfagos, ya que
los macrofagos poseen receptores de leptina (Gruen y cols. 2007). Se ha observado en ratones
ob/ob, que la administracion central de leptina acelera la infiltracion de macréfagos renales a
través de la melanocortina, sugiriendo que el sistema nervioso central, es capaz de controlar la
inflamacion periférica (Kim y cols. 2007; Tanaka y cols. 2010). Sin embargo, recientemente
se ha observado que durante el desarrollo de la obesidad, el aumento de tejido adiposo en
humanos y ratones activa vias de sefializacion como la activacion del Factor de Necrosis
Tumoral-alfa (FNT-a) y la Interleucina-6 (IL-6) para llevar a cabo el proceso de apoptosis,
estas vias de sefalizacion citotoxicas llevan a cabo la activacion de caspasas proteinas
relacionadas con la apoptosis del adipocito, incrementado de esta manera la apoptosis en el
adipocito, lo que lleva a un aumento en la infiltracion de macréfagos, provocando
posteriormente resistencia a la insulina, esteatosis hepatica y dislipidemias (Alkhour y cols.
2009). Con estos antecedentes es probable pensar que el aumento de leptina que se encontro al
final del experimento esté participando en la infiltracion de células leucocitarias, un inicio de

inflamacion.
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Continuando con el estudio tendriamos que mostrar si efectivamente habria células del
sistema inmune que se estuvieran infiltrando en la glandula adrenal, por lo que, se procedi6 a
tefir cortes histoldgicos con la tincion de Wright. Lo que encontramos fue un mayor nimero
leucocitos en la zona fascicular, reticular y medular de la glandula adrenal derecha de ratas
gue consumieron agua azucarada con respecto a la rata control. Cabe resaltar que estas células
leucocitarias son mas evidentes en la zona reticular lo que se correlaciona con el desarreglo
observan con la técnica de Hematoxilina Eosina y Tricrdmica de Masson en la zona reticular.
Se sabe que el reclutamiento de los leucocitos inicia cuando existe presencia de inflamacion en
la célula, ya que la funcién principal de la inflamacién, es conseguir que los leucocitos lleguen
al lugar de la lesion para eliminar los agentes que causan la lesion (Robbins y Cotran 2007).
Lo que pensamos es que tanto el desarreglo en la zona reticular, como el inicio de fibrosis en
la médula adrenal estan favoreciendo la llegada de los leucocitos para contrarrestar el inicio de
inflamacién aguda, se dice que es una inflamacion aguada porque no existe la presencia de
macrdfagos en la gldndula adrenal. Nosotros no encontramos macréfagos en la glandula
adrenal, esta informacion lo sabemos porque se realizo la técnica de inmunohistoquimica para

asegurarnos de observar macréfagos.

No sabemos si este desarreglo de la glandula adrenal, se correlacione con la
disminucion en la secrecion de la corticosterona al final del experimento y que lo mismo
suceda para la zona reticular y médula adrenal, hacen falta mas estudios para analizar las
consecuencias del desarreglo histolégico como por ejemplo: estrés oxidativo, numero de
receptores adrenales y la secrecion de catecolaminas. Ademas, si estos efectos se pueden

revertir cuando las ratas dejen de consumir agua azucarada.
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9 CONCLUSIONES
En conclusidn, se utilizé un modelo de sindrome metabdlico inducido por el consumo de agua

con sacarosa (30%):
o Induce alteraciones metabdlicas

o Aumento en la concentracion de corticosterona en heces en el primer mes de

tratamiento
o Modificaciones en la glandula adrenal derecha:

» Disminucién del espesor de la zona fasciculada con un aumento en el area de

las células.
» Aumento del espesor de la zona reticular
» Aumento de espacios sinusoidales en la zona reticular y medular
» Presencia de células globosas en la zona reticular
» Presencia de fibrosis en la médula adrenal
» Presencia de leucocitos en la corteza y médula adrenal

o Sin aumentar peso corporal, glucosa, colesterol y HDL
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10 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados, seria interesante evaluar si el sindrome metabdlico es previo al
aumento de la concentracion de corticosterona o viceversa. Otro dato interesante seria
bloquear la secrecion de leptina y evaluar la concentracion de corticosterona de esta manera
podriamos concluir que la secrecion de leptina, disminuy6 la concentracion de corticosterona
al final del experimento.

También seria interesante saber si dejar de consumir agua con sacarosa, todas las
alteraciones metabolicas encontradas se revierten, lo que recientemente se le ha Ilamado
intervencion. Por otro lado, aumentar el tiempo del consumo de agua con sacarosa, es posible
encontrar una leptino-insulinoresistencia como se ha reportado en otros modelos de estudios,
para evaluar la posible participacion de la corticosterona en el sindrome metabdlico, hacen
falta estudios que indiquen de que manera la corticosterona influye para que se presente el
sindrome metabdlico.

Con respecto a los resultados obtenidos sobre la histologia de la glandula adrenal,
donde observamos claramente un desarreglo en la zona reticular y medular, falta evaluar si
hay una diferencia estadistica en el nimero de leucocitos entre los dos grupos experimentales,
solamente se mostro la presencia de las células en mayor aparicion en el grupo experimental
pero no se evallo en todos los grupos, hasta este momento podemos decir que hay un inicio de
un proceso inflamatorio. Aunado a esto, hace falta evaluar las diferentes hormonas que se
sintetizan en cada una de las zonas de la corteza y médula adrenal. También seria interesante
evaluar el arreglo histoldgico de la glandula adrenal después de administrar glucocorticoides
sintético como la dexametasona, no se sabe nada con respecto al arreglo histoldgico en este
sentido. Por ultimo seria relevante conocer en este mismo contexto, si estas modificaciones
hormonales, alteran parametros fisioldgicos de la conducta sexual, evaluar si el consumo de
sacarosa a temprana edad, modifica la concentracion de testosterona y si estas modificaciones
influyen la histologia de las génadas y epididimo, modificando la concentracion, movilidad y
calidad espermatica. Ya que todas estas alteraciones se conocen pero desde el punto de vista

del consumo de dietas ricas en grasa.
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12. GLOSARIO

1.-Sobrenutricion: en el que la ingesta alimentaria supera las necesidades de energia, se
considera a menudo que no afecta por igual a ricos y pobres, pero en realidad, junto a la

desnutricion, ambos estan cada vez mas asociados a la pobreza.

2.-Hiponutricion: aporte insuficiente de alimento o una incapacidad para utilizar los

nutrientes del alimento.

3.-Desnutricion: es la ingesta insuficiente de alimentos de forma continuada, que es
insuficiente para satisfacer las necesidades de energia alimentaria, sea por absorcion deficiente

y/o por uso bioldgico deficiente de los nutrientes consumidos.

4.-Subnutricidn: ingesta de alimentos que es insuficiente para satisfacer las necesidades de

energia alimentaria de manera continua.

5.-Disnutricion: es la ingesta alimentaria excesiva de un nutriente especifico, con la
disminucion del resto.

6.-Carbohidratos simples: son los monosacaridos, entre los cuales podemos mencionar a la
glucosa y la fructosa que son los responsables del sabor dulce de muchos frutos.

7.-Hipertensidén: es una enfermedad cronica caracterizada por un incremento continuo de las
cifras de presion sanguinea en las arterias

8.-Dislipidemias: son una serie de diversas condiciones patolégicas cuyo Unico elemento
comun es una alteraciéon del metabolismo de los lipidos, con su consecuente alteracion de las
concentraciones de lipidos y lipoproteinas en la sangre.

9.-Diabetes: es un conjunto de trastornos metabdlicos, que afecta a diferentes 6rganos y
tejidos, dura toda la vida y se caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en la
sangre: hiperglucemia.

10.-Antiprogesterona: impide que la hormona progesterona desarrolle sus acciones
fisioldgicas normales.

11.-Antiglucocorticoide: inhibicion de la sintesis o de la accion de los glucocorticoides
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12.-Glucogendlisis: es un proceso catabdlico llevado a cabo en el citosol que consiste en la
remocion de un mondmero de glucosa de un glucdégeno mediante fosforilacion para producir
glucosa 1 fosfato, que después se convertira en glucosa 6 fosfato, la glucolisis

13.-Circulacién enterohepética: se refiere a la circulacion de los acidos biliares en el higado,
donde son producidas y secretadas en la bilis, el intestino delgado, donde ayuda en la digestion
de las grasas y otras sustancias, de nuevo al higado.

14.-Fibras simpaticas preganglionares: son fibras nerviosas autonémicas provenientes del
sistema nervioso central y que se dirigen al ganglio autonémico.

15.-Esteatohepapitis no alcohdlica: es una inflamacion grasa del higado que no es debida a
habito alcohdlico.

16.-Esteatosis macrovesicular: gotas de grasa forman vacuolas grandes que desplazan el
ndcleo hacia la periferia.

17.-Posicion supina: la persona tendida y descansando sobre nalgas, espalda, cabeza y
hombros.

18.-Circulacion enterohepatica: se refiere a la circulacion de los acidos biliares en el higado,
donde son producidas y secretadas en la bilis, el intestino delgado, donde ayuda en la digestion
de las grasas y otras sustancias, de nuevo al higado.

19.-Bouin: es un fijador popular para estudios de histologia, debido a su excelente estado de
conservacion de los nicleos y cromosomas.
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13 ANEXOS

13.1 Anexo 1. Deshidratacion de la glandula adrenal
1. Después de la diseccion, mantener el tejido en Bouin por 24 horas.

2. Sacar el tejido del Bouin y cortarlo a la mitad para deshidratar.

3. Realizar la deshidratacion de acuerdo a la lista siguiente, cuidando de que la solucion cubra

ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No de Solucion 'y . .
solucion concentracion Tiempo en minutos
1 Etanol 60% 15 min
2 Etanol 70% 20 min
3 Etanol 80% 20 min
4 Etanol 80% 30 min
5 Etanol 96% 30 min
6 Etanol 96% 30 min
7 Etanol 100% 30 min
8 Etanol 100% 30 min
9 Etanol 100%-Xileno 30 min
10 Xileno 30 min
11 Xileno 30 min

4. Posteriormente se colocan en paraplast X-tra (McCormick) por 45 min.

5. Se realiza otros dos cambios de paraplast X-tra (McCormick) el primero de 45 min y el

segundo de 1hr 30 min.

6. Incluir los tejidos con paraplast limpio y dejar que solidifiquen.

NOTA: Previamente poner a licuar el paraplast en el horno a una temperatura maxima de 56 °C.
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13.2 Anexo 2. Tincidn de hematoxilina-eosina

Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Pasos No Soluciones Tiempo

1 Xileno 5 min

Desparafinar 2 Xileno 5 min
3 Etanol 100%-Xileno 5 min

4 Etanol 100% 5 min

5 Etanol 100% 5 min

Hidratacion 6 Etanol 96% 3 min
7 Etanol 80% 3 min

8 Etanol 60% 3 min

9 Agua destilada 3 min

10 Hematoxilina de Harris 40 min

Contraste 11 Agua corriente 40 seg
12 Etanol acido 40 seg

13 Agua destilada 40 seg

14 Etanol amoniacal 3 min

Azuleamiento 15 Agua destilada 40 seg
16 Eosina 3 min
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17 Agua destilada 40 seg
18 Etanol 96% 40 seg
19 Etanol 96% 40 seg
20 Etanol 100% 30 seg
Deshidratacion 21 Etanol 100% 30 seg
22 Etanol 100%-Xileno 30 seg
23 Xileno 30 seg
24 Xileno 30 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM

60 y se dejan secar.
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13.3 Anexo 3. Tincidn Tricrémica de Masson

Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Pasos No Soluciones Tiempo

1 Xileno 10 min

2 Xileno-Etanol 5 min

3 Etanol 100% 10 min

Desparafinar | 4 Etanol 96% 3 min
5 Etanol 80% 3 min

6 Etanol 60% 3 min

7 Agua destilada 3 min

8 Fijador Bouin 12 hrs

9 Agua corriente 20 min

Mordente 10 Hematoxilina de Weigert 11 min
11 Agua corriente 40 seg

12 Agua destilada 40 seg

13 Amoniaco al 1% 4 min

14 Agua corriente 40 seg

Azuleamiento | 15 Biebrich Scarlet-Fushina Acida 10 min
16 Agua corriente 40 seg

17 Acido. Fosfomolibdico-Acido Fosfotungstico 4 min

18 Azul de Anilina 5 min

Contraste 19 Acido Acético Glacial al 1% 3 min
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20 Agua Corriente 40 seg
21 Etanol 80% 40 seg
22 Etanol 96% 30 seg
Deshidratacion [ 23 Etanol 100% 1 min
24 Etanol-Xileno 10 seg
25 Xileno 20 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM

60 y se dejan secar.
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13.4 Anexo 4. Tincion de Wright

Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Pasos No Soluciones Tiempo

1 Xileno 5 min

Desparafinar 2 Xileno 5 min
3 Etanol 100%-Xileno 5 min

4 Etanol 100% 5 min

5 Etanol 100% 5 min

Hidratacion 6 Etanol 96% 3 min
7 Etanol 80% 3 min

8 Etanol 60% 3 min

9 Agua destilada 3 min

Contraste 10 Colorante de Wrigth 5 min
11 Agua corriente 5 min

Azuleamiento 12 | Hematoxilina de Mayer 5 min
13 Agua corriente 1 min

18 Etanol 96% 40 seg

19 | Etanol 96% 40 seg

20 Etanol 100% 30 seg
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Deshidratacion 21 Etanol 100% 30 seg

22 Etanol 100%-Xileno 30 seg
23 Xileno 30 seg
24 Xileno 30 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM

60 y se dejan secar.
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La ingesta alimentaria se considera como una conducta y consiste en la obtencién e ingestién de
alimentos. La nutricién se define como el conjunto de procesos fisiolégicos mediante el cual, los
alimentos ingeridos se transforman y se asimilan. Asi, la alimentacién es un acto voluntario y la
nutricion es un acto involuntario. Una adecuada nutricion, es aquella que contiene un balance entre
lo que el organismo requiere y lo que gasta por sus actividades. Cuando no se cubren los
requerimientos nutricionales a través de la dieta, se deteriora el estado nutricional promoviendo la
aparicion de cuadros clinicos de malnutricidn. La malnutricion se define como un estado donde, una
deficiencia o un exceso de nutrientes provoca efectos adversos en los tejidos, las estructuras y en el
funcionamiento corporal. Problemas de malnutricion se han asociado con trastornos metabdlicos
como la obesidad. La obesidad es el resultado de un desequilibrio entre la ingestién y el gasto
energético. Especificamente, la obesidad provocada por el exceso de consumo de carbohidratos
simples en la dieta, se ha mostrado que provoca un aumento de tejido adiposo, asi como la presencia
de alteraciones metabdlicas (diabetes tipo dos, hipertensién, enfermedad cardiovascular,
hiperlipidemias y carbohidratos anormales) alteraciones que en conjunto se conocen como sindrome
metabdlico. En este contexto, un drea reciente que ha interesado a varios investigadores, es la
participacion de los glucocorticoides, secretados por las glandulas adrenales, dado que, los
glucocorticoides juegan un papel critico en el metabolismo de carbohidratos y lipidos. El exceso de
cortisol en pacientes con sindrome de Cushing se asocia con obesidad, resistencia a la insulina,
diabetes tipo 2 e hipertension. En modelos animales, dietas ricas en azucares y grasa (HSF) conllevan
a obesidad, hipertensidn, intolerancia a la glucosa, bajas concentraciones de HDL(lipoproteina de alta
densidad), hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, asi como un aumento en las
concentraciones de corticosterona. Mientras que |la adrenalectomia revierte los efectos causados por
la dieta HSF. Es decir el fenotipo obeso requiere de la presencia de glucocorticoides. Los pocos
estudios hechos en rata que asocian la corticosterona con indicadores metabdlicos son muy drésticos,
porque extraen las gldndulas adrenales y miden la hormona al final del tratamiento con dieta alta en
grasa-sacarosa, desconociéndose cuando inicia el aumento de esta hormona y si este aumento
modifica los indicadores metabdlicos y el arreglo histoldgico de la glandula adrenal. Por ello, estamos
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interesados en evaluar si el consumo elevado de sacarosa aumenta la concentracion de
corticosterona e influye en la modificacién de indicadores metabdlicos y en el arreglo histolégico de la
glandula adrenal. Para ello utilizamos ratas machos de 21 dias de edad de la cepa Wistar, que
conformaron a los grupos control (n=10) y experimental (n=11), este ultimo grupo se le proporciond
agua con sacarosa al 30% durante tres meses. Se registré diariamente el peso corporal, consumo de
alimento y consumo de agua. Al termino del tratamiento, previo al sacrificio y habiendo cumplido un
ayuno de doce horas, a cada rata se le midié la glucosa sérica mediante tiras reactivas. Después los
animales fueron sacrificados por decapitacion para colectar sangre y analizar los indicadores
metabdlicos: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y VLDL (lipoproteina de baja densidad) por medio
de métodos colorimétricos enzimaticos. La rata decapitada inmediatamente se colocé en posicion
supina, se realizé una incisién longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal
(situada entre la cara inferior del térax y la cara superior de la pelvis y extremidades inferiores) hasta
el musculo peneano. Las gldndulas adrenales y el tejido adiposo visceral fueron extraidos y pesados.
La glandula adrenal se proceso con Bouin durante 24 h. Posteriormente, el tejido fue deshidratado
con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%), aclarado en xileno para
infiltrarlo e incluirlo en paraplast — Xtra. Se obtuvieron cortes histolégicos transversales (ocho de cada
animal) de siete pm de espesor, los cuales se colocaron en dos portaobjetos, cuatro cortes por
laminilla. La laminilla fue tefiida con hematoxilina eosina y se determiné el espesor de las capas,

numero de células, drea de las células e hipertrofia, con la ayuda de un analizador de Imagenes
AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007) en microfotografias tomadas con una cdmara OLYMPUS de 5.1
mega pixeles montada en un microscopio Optico Zeiss Imager A.1 (a 400 aumentos totales). Se
colectaron las heces al final de cada mes para medir la concentracidn de corticosterona por el método
de ELISA.

Los resultados fueron analizados para determinar la normalidad de su distribucidn y se aplicé
la prueba estadistica correspondiente. Los resultados muestran que los animales que consumieron
sacarosa, aumentaron significativamente la concentracién de corticosterona (P<0.05), los niveles de
triglicéridos (P< 0.0097) y VLDL (P< 0.0097). Con respecto a glucosa, colesterol y HDL no hay
diferencias. No hubo diferencias en el peso de las glandulas adrenales y el peso corporal es similar.
Sin embargo, la cantidad de tejido adiposo visceral aumentd significativamente. Actualmente estamos
analizando los cortes histoldgicos de la glandula adrenal. Los resultados muestran que el consumo
elevado de sacarosa aumenta la concentracion de corticosterona acompafiado por un aumento en los
niveles de lipidos sanguineos. Nuestros resultados aportan la observacién de que el aumento en los
niveles de corticosterona ocurre desde el inicio de la dieta, lo que probablemente conlleva a la
alteracién en los niveles de lipidos sanguineos. No sabemos a partir de cuando se elevan los lipidos, es
posible que dicho aumento sea posterior al de corticosterona, dado que se ha reportado que la
corticosterona modula los niveles de lipidos. Financiamiento: CONACYT a DAY (366801), a CRM
(93494); PROMEP a CRM (UATLX-233).
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Resumen : Los glucocorticoides, secretados por las glandulas adrenales, juegan un papel critico en el metabolismo de carbohidratos y lipidos. Su exceso en pacientes con
sindrome de Cushing se asocia con obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 e hipertension. En modelos animales, dietas ricas en azucares conllevan a obesidad,
hipertension, intolerancia a la glucosa, bajas concentraciones de HDL, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, asi como un aumento en las
concentraciones de corticosterona. Mientras que la adrenalectomia revierte los efectos causados por la dieta. Es decir el fenotipo obeso requiere de la presencia de
glucocorticoides. Los pocos estudios hechos en rata que asocian la corticosterona con indicadores metabdlicos son muy drasticos porque extraen las glandulas adrenales y
miden la hormona al final del tratamiento de la dieta, desconociéndose cuando inicia el aumento de esta hormona con la dieta rica en azucares. Metodologia: Se utilizaron
ratas machos de 21 dias de edad de la cepa Wistar, que conformaron a los grupos control (n=10) y experimental (n=10), a los que se les proporcion agua con sacarosa al
30% durante tres meses. Se registrd diariamente el peso corporal, consumo de alimento y consumo de agua. Al termino del tratamiento, previo al sacrificio y habiendo
cumplido un ayuno de doce horas, a cada rata se les midid la glucosa sérica mediante tiras reactivas. Después los animales fueron sacrificados por decapitacion para
colectar sangre y analizar los indicadores metabdlicos: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y VLDL por medio de métodos colorimétricos enzimaticos. Se les extrajo el
tejido adiposo visceral y las glandulas adrenales y se pesaron. Se colectaron las heces al final de cada mes para medir la concentracion de corticosterona por el método de
ELISA. Los datos fueron analizados aplicando prueba t-Student. Resultados: En comparacion con los animales controles, los animales con una dieta rica en carbohidratos
mostraron: 1) un aumento significativo de corticosterona a partir del primer mes hasta el final del experimento, 2) un peso similar de las glandulas adrenales; 3) un aumento
significativo de la concentracion de triglicéridos y VLDL, 4) niveles similares de glucosa, colesterol y HDL; 5) el peso corporal similar pero con un aumento significativo en la
cantidad de tejido adiposo visceral. Conclusiones: El consumo elevado de carbohidratos aumenta los niveles de corticosterona acompafiado por un aumento en los niveles
de lipidos sanguineos, como ya ha sido descrito por otros autores. Nuestros resultados aportan la observacion de que el aumento en los niveles de corticosterona ocurre
desde el inicio de la dieta, lo que probablemente conlleva a la alteracion en los niveles de lipidos sanguineos. No sabemos a partir de cuando se elevan los lipidos, es
posible que dicho aumento sea posterior al de corticosterona, dado que se ha reportado que la corticosterona modula los niveles de lipidos. Financiamiento: CONACYT a
DAY (366801), a CRM (93494); PROMEP a CRM (UATLX-233)
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Introduccién

La obesidad es el resultado de un
desequilibrio entre la ingestién y el gasto
energético. Este desequilibrio es
frecuentemente consecuencia por el
consumo de bebidas azucaradas, en
combinacién con una escasa actividad
fisica (Popkin 2002). Se ha mostrado que
el aumento en el consumo de bebidas
azucaradas provoca un aumento de
tejido adiposo, asi como la presencia de
alteraciones metabdlicas (diabetes tipo
dos, hipertensién, metabolismo de lipidos
y carbohidratos anormales, enfermedad
cardiovascular). Estas alteraciones en
conjunto se conocen como sindrome
metabdlico. Su fisiopatologia se cree
esta relacionado con la resistencia a la
insulina y obesidad abdominal, esta
ultima considerada como marcador de la
disfuncién del tejido adiposo.

estudios

En seres humanos,

epidemiolégicos correlacionan la

presencia de obesidad infantili con el
consumo elevado de azucares refinados
(sacarosa y fructosa) y grasas a edades

llevan a presentar

tempranas, que
diversas alteraciones, unas de ellas, la
obesidad la cual se relaciona
estrechamente con la presencia de
sindrome metabdlico. En condiciones
normales el exceso de glucosa en el
torrente circulatorio es captado por dos
vias la primera: por higado, donde es
trasformada en triglicéridos y por medio
de la accion de la insulina se almacenan
tejido
directamente por tejido
favorecidas por la accién de la insulina

en células del adiposo; o

adiposo

donde se almacena en triglicéridos. EI
tejido adiposo es el sitio donde se
almacenan triglicéridos para ser usados
como sustrato para la obtencion de
energia. Los ftriglicéridos almacenados
en el tejido adiposo constituyen la mayor
cuerpo,

reserva energética del
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