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RESUMEN

El consumo de bebidas endulzadas con azucar inducen trastornos metabdlicos que promueven
el desarrollo del sindrome metabdlico en humanos, y uno de los factores relacionados con la
aparicion de componentes del sindrome metabdlico es la disfuncion de la glandula adrenal,
con cambios morfoldgicos y microvasculares, aunado a esto, estresores cronicos provocados
por el estilo de vida, causan cambios fisioldgicos y trastornos neuroendocrinos en humanos.
En modelos animales, la dieta alta en sacarosa provoca alteraciones histologicas en la glandula
adrenal y modificaciones metabdlicas, sin embargo, no se afectan los niveles de
corticosterona. Por otra parte, distintos estresores cronicos causan alteraciones fisioldgicas, sin
embargo, no hay estudios que reporten cambios en la histologia adrenal con respecto a la dieta
alta en sacarosa mas el estrés y menos desde temprana edad. Este estudio se realizd para
conocer si la combinacién del consumo elevado de sacarosa y el estrés aumentan la
concentracion de corticosterona y provocan cambios en el arreglo histoloégico de la glandula
adrenal. Ratas machos Wistar fueron separados al destete (21 dias de edad) en cuatro grupos
experimentales (8/grupo): agua simple (grupo C); agua simple + estrés (grupo E); 30% de
sacarosa diluida en agua (A30) y 30% de sacarosa diluida en agua + estrés (A30+E), las ratas
fueron expuestas a estrés durante 4 semanas al inicio del 3er mes del consumo de agua
azucarada, para evitar la habituacion de la respuesta al estrés. Se registré diariamente el peso
corporal, consumo de alimento y consumo de agua. Todos los grupos fueron sacrificados al
concluir los tres meses de tratamiento. Al termino del tratamiento, y habiendo cumplido un
ayuno de doce horas, a cada rata se le midio la glucosa sérica mediante tiras reactivas.
Después los animales fueron sacrificados por decapitacion para colectar sangre y analizar la
concentracion de corticosterona por el método de ELISA. Se les extrajo el contenido de tejido
adiposo visceral, las glandulas adrenales, y se pesaron. Las glandulas fueron fijadas en Bouin-
Duboscq, deshidratado en alcoholes ascendentes, aclarado en xileno e incluido en paraplast—
Xtra. Los cortes histologicos de 7um fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina para analizar el
espesor, nimero y area de células de cada zona de la corteza y médula adrenal. También se
utilizo la tinciéon de Tricromica de Masson para evaluar la presencia de fibrosis. Los datos

fueron analizados con una ANOVA de dos vias y Newman-Keuls como prueba post-hoc.



Encontramos que el estrés provocO una congestion de eritrocitos en la zona reticular y en la
médula adrenal, aumento el espesor y el nimero de células de la zona glomerular, hiperplasia
celular en la zona fascicular, reticular y médula adrenal, y aumento el espesor de la capsula y
el tamafio de las glandulas adrenales en ambas glandulas. Por otro lado, la sacarosa provoco
infiltracion de colageno en la médula adrenal indicando fibrosis en la glandula, y aumento el
tejido adiposo visceral, mientras que la combinacién de ambos estimulos provoco en la zona
glomerular de la glandula derecha disminucion de células grandes, mientras en la izquierda
aumentaron drasticamente las células pequefas, hiperplasia en la zona fascicular de ambas
glandulas y en la zona reticular de la glandula derecha, mientras que en la izquierda disminuye
el espesor, y en la médula adrenal de ambas glandulas aumento el area y se observa
hiperplasia, ademas aumento el grosor de la capsula en ambas glandulas y aumento el tamafio
de la glandula adrenal izquierda. Sin cambios en los niveles de corticosterona. Es claro que el
estrés y el alto consumo de sacarosa, inducen modificaciones histologicas en la glandula
adrenal. El estimulo del estrés aplicado a las ratas no fue suficiente para inducir un aumento en
los niveles de corticosterona y tampoco la dieta afecta los niveles de corticosterona. Sin
embargo, esto no quiere decir que en edades posteriores se mantengan las mismas condiciones
dado que, los nifios son consumidores de bebidas azucaradas, ademas tienen una glandula
adrenal inmadura lo que podria afectar la respuesta al estrés en edades posteriores. Nuestro
analisis es relevante para entender la participacion de la corticosterona en procesos
metabolicos y prevenir durante la infancia para disminuir la vulnerabilidad de los desordenes

relacionados con el estrés en edad adulta.
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1. INTRODUCCION
En seres humanos la obesidad es conocida como una enfermedad crénica (Marti y cols. 2008),

con alteraciones metabodlicas que pueden ser provocados por predisposicion genética. Sin
embargo, también pueden influir factores sociales y psicoldgicos (Perello y Spinedi 2004) y
habitos alimenticios relacionados a los cambios en la conducta alimentaria y la ingesta de
alimento hipercalorico (Naska y cols. 2011). Adicionalmente, el estrés puede definirse como
la interrupcion de las funciones homeostaticas normales de un organismo causada por un
"factor de estrés™ un desafio fisiolégico o psicolégico (Fernando y cols. 2013), dado que los
estresores cronicos provocados por el estilo de vida, causan cambios fisiologicos y
neuroendocrinos (Bjorntorp 2000) que son asociados con el aumento en la ingesta de alimento
y adipogénesis (Roberge y cols. 2007). El estrés, combinado con una sobrealimentacién y
aunado al sedentarismo, puede provocar sobrepeso y obesidad abdominal relacionados con el
indice de cintura-cadera, indice de masa corporal e hiperglucemia en humanos (Smith y cols.
2005; Bordbar y cols. 2012). Aunado a ello, en humanos se ha mostrado que la alteracién de la
funcion del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal se asocia con obesidad abdominal (Kyrou y
cols. 2006). Por otro lado, el sindrome de Cushing que se caracteriza por un aumento en los
niveles de cortisol se ha asociado con el desarrollo del sindrome metabdlico (Vegiopoulos y

Herzig 2007) y esteatosis hepatica (Arnaldi y cols. 2010).

En modelos animales se ha mostrado que las glandulas adrenales juegan un papel
importante en el desarrollo de la obesidad, por ejemplo, la eliminacion de glucocorticoides por
adrenalectomia tiene un impacto importante en la obesidad inducida por dieta (Mantha y cols.
1999; Mantha y Deshaies 2000). Aunque, si se administran glucocorticoides ex6genos se
revierten los efectos de la adrenalectomia (Mantha y cols. 1999), lo que indica que los
glucocorticoides contribuyen a mantener los depositos grasos. Sin embargo hay controversia
en la informacidn, porque tenemos aquellos trabajos que reportan alteraciones metabolicas sin
estar afectada la corticosterona, incluso Stimson y Walker (2007) reportan que en humanos y

animales obesos no se eleva el cortisol o corticosterona.

Por otro lado, la participacion de los glucocorticoides en la movilizacion de reservas de

energia, es de vital importancia para la supervivencia durante desafios cotidianos (fisiologicos




y/o psicoldgicos) (Charmandari y cols. 2003; Pervanidou y Chrousos 2012), que se asocian
con la hipertrofia celular y el crecimiento adrenal por el incremento en las concentraciones de
glucocorticoides en situaciones de estrés (Challis y cols. 2001; Gotohda y cols. 2005), ademas

de la proliferacion en la glandula adrenal (Ulrich-Lai y cols. 2006).

Como hemos observado, la dieta y el estrés juegan un papel muy importante sobre las
cuestiones fisiologicas del metabolismo, por lo cual, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto del consumo de sacarosa mas estrés sobre la concentracion de corticosterona
y aunado a esto, los cambios histologicos que sufre la glandula adrenal en respuesta a estos

dos estimulos, en ratas macho.

=



1.1 Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal

El eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal 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 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 ndcleo paraventricular
hipotalamico aumenta la sintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH por sus
siglas en inglés), que actla a través de la eminencia media y el sistema vascular portal sobre
las células corticotropas de la adenohipdfisis, para aumentar la hormona adrenocorticotrofina
(ACTH por sus siglas en inglés), aumentando la produccion de glucocorticoides en las
glandulas adrenales (Schawartz y cols. 2003; Perello y Spinedi 2004), estos glucocorticoides
activan varios procesos fisiologicos para hacer frente a la situacion estresante (Roubos y cols.
2012). Para este fin los glucocorticoides estimulan la sintesis de glucosa para restablecer el
estado homeostatico. Cuando se restaura la homeostasis inicia la retroalimentacion negativa de

glucocorticoides disminuyendo la actividad del eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Adrenal.

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 y corticosterona), representa el paso final de una cascada neuroendocrina que inicia

en el sistema nervioso central (Sapolsky y cols. 2000; Pacak y Palkovits 2001).

Los glucocorticoides, realizan diversas acciones, sobre el metabolismo general, entre
otras: aumentan la gluconeogénesis hepatica, por la respuesta a hormonas gluconeogénicas
(glucagon y catecolaminas); estimulan la proteolisis en tejidos periféricos, suministrando
sustratos gluconeogeénicos al higado; inhiben la captacion de glucosa por tejidos periféericos;
aumentan la lipdlisis adipocitaria (Sapolsky y cols. 2000). Los glucocorticoides estimulan la
expresion y secrecion de leptina, independientemente de los efectos sobre el apetito, ya que se
ha propuesto que tal hormona posee una accion inhibitoria sobre el eje Hipotdlamo Hipdfisis
Adrenal (Perello y Spinedi, 2004).




1.2 Glandula Adrenal
Las glandulas adrenales son estructuras retroperitoneales, pesan alrededor de 5 g cada una en

el humano y en la rata pesan alrededor de 70 mg cada una y se encuentran en el polo superior
de los rifiones con la grasa perirrenal. Tienen forma asimétrica la glandula izquierda tiene
forma de media luna, mientras que la derecha es mas piramidal. La anatomia también difiere
dependiendo de su ubicacion: la glandula izquierda se encuentra por detras de la cola del
pancreas, de la arteria del bazo y el estomago. Mientras que la glandula derecha se encuentra
por detrés de la parte inferior de la vena cava, con la cara anterolateral contra el higado. Sin
embargo, ambas glandulas se encuentran irrigadas a través de las arterias suprarrenales

superior, media e inferior (figura 1) (Ritchie y Balasubramanian 2011).
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Figura 1. Localizacion de la glandula adrenal de izquierda a derecha: rata-humano.

Histologicamente la glandula adrenal esta cubierta por una capa de tejido conectivo
denominada capsula. Esta se encuentra dividida por dos compartimientos principales, de
diferente origen embrionario y que secretan diferentes hormonas: corteza y médula. Al interior
de la glandula la circulacion se realiza mediante un sistema portal de pequefias arterias
corticales y medulares. Las arterias corticales que se dirigen de la capsula a la corteza e irrigan
sinusoides corticales que drenan a venas colectoras del limite corticomedular (figura 2),

mientras que las arterias medulares transcurren por las trabéculas de tejido conectivo y drenan




directamente en la médula, donde se ramifican en una rica red capilar (figura 2). Este sistema
de vascularizacion permite la llegada de concentraciones elevadas de glucocorticoides a la
médula adrenal, lo que favorece la sintesis de enzimas como la ortotransferasa del feniletanol-
N-aminometilo; que transforma la noradrenalina a adrenalina (Ritchie y Balasubramanian
2011).
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Figura 2. Irrigacion adreno-coticomedular. Se observan las zonas que conforman la corteza y la médula asi
como arterias y venas que irrigan y drenan cada una de ellas.

Esta organizada en dos regiones principales: corteza y médula. La corteza a su vez se
subdivide en tres zonas: la zona glomerular o externa que constituye aproximadamente el 15%
de la corteza, esta posee celulas cilindricas a manera de cordones separadas por trabeculas de
tejido conectivo que contienen escasos capilares, es regulada por el sistema renina
angiotensina y produce mineralocorticoides principalmente aldosterona cuya funcion es
controlar la homeostasis electrolitica, ademéas de ser el sitio primario de divisién celular
(figura 3). La zona central es la fasciculada, constituye el 80% de la corteza, en esta zona
podemos encontrar células voluminosas y grandes, con abundante citoplasma y vesiculas de

lipidos, secreta glucocorticoides (cortisol y corticosterona) y es una zona crucial del eje




Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal, ya que coordina 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 (Lalli 2010; figura 3), y por ultimo en el interior encontramos a la
zona reticular, constituye sélo entre el 5-7% de la corteza sus células son mas pequefias y
juntas ya que se encuentra en el sitio de transicion con la médula, ademas de ser segundo lugar
de sintesis de andrdgenos (dehidroepiandrosterona y androstenediona), también es el sitio

donde inicia el proceso de muerte celular (Serrano 2009; Lalli 2010; figura 3).

La médula secreta las hormonas noradrenalina y adrenalina en respuesta a estimulos
recibidos de fibras simpaticas preganglionares del nervio esplacnico mayor (fibras nerviosas
autonomicas provenientes del sistema nervioso central y que se dirigen al ganglio
autonémico). Las células cromafines son las mas abundantes en la médula: son columnares,
basofilas, con un citoplasma granular, se encuentran dispuestas en racimos alrededor de la
vena medular. Ademas, se observan agrupaciones de células poligonales de ganglios

simpaticos (Ritchie y Balasubramanian 2011; figura 3).
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Figura 3. 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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1.3 Mecanismos de accion de glucocorticoides
Una vez que los glucocorticoides son sintetizados y secretados al torrente circulatorio, se

distribuyen a los diferente tejidos diana. A nivel hepatico, la corticosterona favorece la sintesis
de glucosa, estimulando la PEPCk hepética y la glucosa-6-fosfatasa, inhibe la cascada de
sefializacion de la insulina disminuyendo la sintesis de glucdgeno, aumenta la sintesis de
triglicéridos y disminuye la oxidacion de acidos grasos (Ophrek y cols. 2004; Vegiopoulos y
Herzig 2007; Arnaldi y cols. 2010). En el tejido adiposo, estimula la lipoprotein lipasa y la
lipasa sensible a hormonas, favoreciendo la acumulacién de grasa en higado, a su vez
incrementa los niveles de leptina regulando la ingesta de alimento (Perello y Spinedi 2004;
Vegiopoulos y Herzig 2007). En el pancreas, disminuye las células B-pancreaticas y la funcion

del GLUT 2 inhibiendo la secrecion de insulina (Vegiopoulos y Herzig 2007).

1.4 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 60
nmol/L), por lo que una mayor proporcion se une a la proteina albimina. Dado que el ritmo de
disociacién de la albumina es mas rapido que el de la CBG, el cortisol unido a la albumina se
halla més facilmente a disposicion de los tejidos. La hormona libre es la Unica
fisiologicamente 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 unién, ademas de la captacion de la hormona libre
y de la unida a albumina, por lo que aumentaria la gluconeogénesis (Rodes y cols. 2001;

Opherk y cols. 2004; Vegiopoulos y Herzig 2007).

Los glucocorticoides actlan a través de receptores nucleares. Los tejidos que expresan
receptores de glucocorticoides son el higado, pulmén, tejido adiposo, musculo, corteza
adrenal, células  pancreaticas, glandula pituitaria anterior, tejidos determinantes para la
homeostasis de lipidos, insulina y glucosa hepética (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
enterohepética, desconjugados por las bacterias y eliminados por las heces. S6lo una pequefia
porcion de esteroides sanguineos libres es secretada a traves 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).

|



2. ANTECEDENTES

2.1 Modelos animales

2.1.1 Carbohidratos e indicadores metabolicos

En modelos animales el consumo de azucar a diferentes porcentajes, tiempo de exposicion y
edad han sido asociados con la presencia de obesidad y alteraciones metabolicas, ademas de la
presencia de alteraciones en 6rganos metabolicos importantes como higado, pancreas, rifion,
glandulas como el tejido adiposo y la glandula adrenal (Bleisch y cols. 1952; Kahn y Flier
2000; El Hafidi 2001; 2004; Alexander y cols. 2004; Kawasaki y cols. 2009; Pérez-Sanchez
2011; Roncal-Jimenez et al. 2011; Diaz-Aguila y cols. 2015).

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 provoca sobrepeso,
obesidad abdominal, hipertension, intolerancia a la glucosa, dislipidemias. (EI Hafidi y cols.
1997; El Hafidi y cols.2000; 2001; 2004; 2006; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols.
2009).

El grupo de Oron-Herman y cols. (2008) reporté alteraciones metabdlicas en ratas
Sprague-Dawley sobrealimentadas con fructosa (60%) a partir de la semana 12 durante siete
semanas, ellos encuentran hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,
hipertension y resistencia a la insulina. También en ratas hipertensas espontaneas de 12
semanas de edad, alimentadas con sacarosa al 12% por siete semanas, presentan
modificaciones en la presion arterial, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina
(Janeway y cols. 2003) y en ratas Wistar, que consumieron una dieta de sacarosa al 30% en
edades tempranas (25 a 28 dias) durante 18 a 24 semanas presentan acumulacion de grasa
visceral, aumento en los niveles de insulina, triglicéridos y presion arterial (Kahn y Flier 2000;
London y Castonguay 2009). En cuanto a los efectos que provoca el consumo elevado de
carbohidratos durante un periodo méas corto de tiempo (4 semanas), se utilizaron 16 ratas
Sprague Dawley divididas en dos grupos: Grupo A, dieta control y Grupo B, dieta alta en
sacarosa, las muestras de sangre fueron analizadas reportando que en el grupo control hubo

menor glucemia (32,2%), insulina (68,4%) y la mejora de pardmetros lipidicos sin ninguna




elevacion en la presion arterial, en comparacion con el grupo de la dieta alta en sacarosa
(Chandramouli y cols. 2011). Cabe resaltar que en estos estudios no se ha reportado nada con

respecto a la concentracion de corticosterona.

2.1.2 Glucocorticoides e indicadores metabolicos
Es importante resaltar que el fenotipo obeso no puede ser inducido en ratas

adrenalectomizadas, asi parece claro que se requiere de glucocorticoides para inducir
obesidad. Esto se ha observado en ratas machos adultos Sprague-Dawley que fueron
alimentados con dieta alta en sacarosa-grasa (HSF) con las cuales se formaron seis grupos:
intactos (Sham) + dieta control, adrenalectomizados + dieta control y adrenalectomizados con
reemplazo de corticosterona + dieta control, intactos (Sham) + dieta HSF, adrenalectomizados
+ dieta HSF y adrenalectomizados con reemplazo de corticosterona + dieta HSF y observaron
que la dieta HSF altero los triglicéridos hepéticos y plasmaticos, insulina, glucosa, peso del
tejido adiposo y la enzima lipoproteina lipasa, mientras que al realizar la adrenalectomia + la
dieta HSF presentaron una disminucion de triglicéridos hepaticos y plasmaticos, insulina,
glucosa, peso del tejido adiposo y la enzima lipoproteina lipasa, sin embargo, al grupo de
machos adrenalectomizados que se les administro el reemplazo de corticosterona mas la dieta
HSF observaron que se revierte el efecto comparado con el grupo de dieta control,
concluyendo que los glucocorticoides modulan los triglicéridos y algunos indicadores

metabolicos en la obesidad inducida por dieta (Mantha y cols. 1999).

Posteriormente, Mantha y Deshaies (2000) utilizaron ratas macho adultos Sprague-
Dawley y formaron los siguientes grupos, intactos (Sham) + dieta Chow, adrenalectomizados
+ dieta Chow, intactos (Sham) + dieta HSF y adrenalectomizados + dieta HSF y encontraron
que la secrecion de triglicéridos hepaticos se afecta por la adrenalectomia en ambos grupos,
los triglicéridos aumentan cuando la dieta es HSF, sin embargo la adrenalectomia disminuye la
proporcidn de la secrecion de triglicéridos hepaticos en ratas con dieta Chow pero no en ratas
con dieta HSF, ademas disminuye la insulina en ratas con dieta Chow y en menor cantidad en
ratas con dieta HSF; asimismo, el depdsito de grasa subcutanea y visceral fue menor en ratas

con dieta control y adrenalectomizados y moderados en ratas con dieta HSF y




adrenalectomizados. Este estudio sugiere que la corticosterona contribuye a mantener los

depdsitos grasos.

Como se ha observado, los glucocorticoides son importantes para el desarrollo de la
obesidad y para inducir alteraciones metabdlicas, sin embargo, esto dependera del tiempo de
exposicion a la dieta, asi como la edad de los animales. Por lo cual, en ratas macho Wistar que
fueron alimentados con una dieta alta en sacarosa (33%) a los 21 dias de edad durante dos
meses, 0 bien a los 65 dias edad durante dos semanas, se observa un incremento de leptina,
insulina, triglicéridos y LDL en el grupo de 21 dias de edad sin cambios en la concentracion
de corticosterona, mientras el grupo de 65 dias de edad mostr6 un aumento de colesterol,
leptina y corticosterona sin cambios en la insulina y triglicéridos al final de las dos semanas
del consumo de sacarosa (Fuente-Martin y cols. 2012). Sin conocer lo que sucede con la
microarquitectura de la glandula adrenal. Recientemente, en ratas macho Wistar adultos
alimentados con 30% de sacarosa durante 7 semanas, se han observado alteraciones en los
parametros metabolicos y un incremento en los niveles de corticosterona, ademas de la
infiltracion de lipidos en la corteza suprarrenal afectando la zona fascicular (Martinez
Calejman y cols. 2012), como podemos observar, la dieta no solamente altera los parametros
metabolicos, sino también afecta la morfologia de 6rganos importantes como la glandula

adrenal.

Por otra parte, la aplicacion del estrés en modelos animales, puede o no inducir
corticosterona alta, probablemente por que influyen factores como la edad en que se aplica el
estrés (Teixeira y cols. 2002; Passos y cols. 2004; Corona-Pérez y cols. 2015 en revision); el
tipo de dieta mas el estrés (Fachin y cols. 2008; Bruder-Nascimento y cols. 2013), asi como el
tipo, intensidad y duracion del estrés (Ricart-Jané y cols. 2002, Ulrich-Lai y cols. 2006;
Fernando y cols. 2013), por lo tanto, la respuesta al estrés dependerd de estas condiciones.
Respecto a lo que se ha reportado en humanos, la presencia de estrés incrementa el apetito,
aumenta el peso corporal y modifica ciertas hormonas como la leptina, insulina y cortisol, lo
gue se ha asociado con el desarrollo de la obesidad y sindrome metabolico en edad adulta
(Vanaelst y cols. 2012), esto es consistente a lo que se ha documentado, donde el estrés afecta

la alimentacion de dos maneras; el 30% de las personas reduce la ingesta de alimentos, y por
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consiguiente se produce la pérdida de peso corporal durante o después de la situacion
estresante, mientras que el resto (70%) de las personas tienden aumentar la ingesta de
alimentos durante la exposicion al estrés (Stone y Brownell 1994, Epel y cols. 2004). Sin
embargo, se ha reportado que la obesidad provocada por la dieta tanto en humanos como en la

rata, no eleva las concentraciones de corticosterona sistémica (Stimson and Walker 2007).

Siguiendo en el mismo contexto, pero ahora en modelos animales, se ha mostrado en la
edad temprana una correlacion entre la presencia de estrés (nutricional, hormonal o ambiental)
y el desarrollo de enfermedades crénicas como obesidad, diabetes y enfermedades
cardiovasculares en la edad adulta (Passos y cols. 2000, 2004), aunado a esto, el tipo y tiempo
de exposicion al estrés juega un papel clave en el desarrollo de las alteraciones metabdlicas,
por ejemplo, usualmente, hay dos tipos de estres aplicados a los modelos de ratas, cuando se
somete a la rata por varios dias y tiempo prolongado se le denomina estrés cronico,
observando una disminucion en la ingesta de alimento, asi como del peso corporal,
disminucion del glucégeno en higado y de insulina en plasma, aumento en el peso de las
glandulas adrenales, sin cambios en los niveles de corticosterona, por el contrario, cuando es
una sola exposicion de estrés a lo que se le denomina estrés agudo, se observa un aumento
significativo de glucosa, insulina, glicerol, cuerpos cetonicos y corticosterona, por tanto, la
respuesta de la corticosterona al estrés, depende del tipo de estrés ( agudo o cronico) (Ricart-
Jané y cols. 2002).

Por otro lado, células aisladas de glandula adrenal de ratas macho que fueron
estresados por restriccién, 2 h al dia durante 14 dias, se observd mayor actividad de AMPc en
las células de la zona fascicular, aumento en los niveles de corticosterona sistémica, asi como
mayores respuestas de corticosterona a la ACTH. Concluyendo que el estrés cronico aumenta
las concentraciones de corticosterona, debido al aumento de la actividad del receptor de
ACTH, ya que la funcion de la zona fascicular probablemente esta mediada por un aumento de

la secrecion de ACTH durante el estrés cronico (Aguilera y cols. 1996).

Cuando ratas macho Sprague-Dawley adultos son sometidos a diferentes tipos de estrés

durante 14 dias, la sumatoria de estos estimulos resulta en la disminucion del peso corporal,




aumento de las glandulas adrenales, aumento de corticosterona plasmaética y adrenal sin
cambios en los niveles de ACTH, proliferacion en la zona fascicular y disminucion en el
numero de nucleos de la médula adrenal. Estos resultados demuestran que el aumento del peso
de las glandulas adrenales, se debe a la hiperplasia e hipertrofia celular que se producen en la
zona fascicular, que se asocian con el aumento de la respuesta maxima de corticosterona a la
ACTH. Estos cambios cronicos inducidos por el estrés reflejan la severidad del modelo de
estrés que se utilizd, sobre la morfologia y la funcién adrenal, sin embargo, la sumatoria de los
diferentes tipos de estrés no deja claro cual de estos es el causante de las alteraciones

histoldgicas en la glandula adrenal (Ulrich-Lai y cols. 2006).

Por tanto, los glucocorticoides participan en la movilizacién de las reservas de energia
para la supervivencia, durante desafios cotidianos (fisiolégicos y/o psicoldgicos)
(Charmandari y cols. 2003; Pervanidou y Chrousos 2012), ademas de activar procesos
fisioldgicos para hacer frente a la situacion estresante (Roubos y cols. 2012). Para este fin los
glucocorticoides estimulan la secrecién de adrenalina, glucagén y la actividad neuronal
simpatica para elevar las concentraciones de glucosa en sangre y garantizar un sustrato

adecuado para el cerebro y el musculo (Dallman y cols. 2004).

2.1.3 Dieta mas estrés e indicadores metabdlicos
Son pocos los estudios que evalUan la interaccidn del estrés con la dieta y los indicadores

metabolicos, sobre este contexto un estudio muestra que ratones machos propensos Yy
resistentes a la obesidad (C57BL6J y Al), fueron alimentados con dos tipos de dietas, alta en
carbohidratos y alta en grasas sometidos a 5 factores de estrés por 2 h durante 25 dias (con su
respectivo grupo control, sin estrés). Observando que los ratones alimentados con la dieta alta
en grasas tenian mayor contenido de tejido adiposo retroperitoneal e inguinal y los niveles de
glucosa fueron alterados comparados con los ratones alimentados con carbohidratos, mientras
gue los ratones alimentados con ambas dietas mas el estrés tenian menor contenido de grasa
corporal, sin cambios en los niveles de glucosa, insulina y corticosterona. Concluyendo que el
estrés cronico tiene un efecto mas catabdlico que anabolico, incluso cuando los genes y el
medio ambiente son propicios a la obesidad (Michel y cols. 2005). Mientras que si el estrés se
aplica en ratas macho Wistar de 30 dias de edad, por restriccion 1h diaria 5 veces a la semana




durante 15 semanas Yy la alimentacion es a base de una dieta alta en grasas, se observa que la
obesidad inducida por la dieta (sin estrés) aumenta el peso corporal asi como el tejido adiposo
total, los niveles de glucosa, insulina, y leptina, contrario al estrés y la dieta mas el estrés
donde aumenta el peso de las glandulas adrenales, asi como los niveles de corticosterona y
provocan hipertension arterial. Concluyendo que el estrés impidio la aparicion de la obesidad
(Bruder-Nascimento y cols. 2013).

Por otro lado, siguiendo en el contexto del estrés cronico més la dieta, lo que se ha
mostrado en ratas macho Wistar adultos alimentados con una dieta rica en carbohidratos
(ingesta de chocolate) y sometidos a estrés por restriccion 1 h diaria cinco dias a la semana
durante 50 dias, es que la dieta (sin estrés) aumenta el peso corporal, el tejido adiposo,
colesterol, LDL y glucosa, contrario a lo que se observa en la combinacion de la dieta més el
estrés donde disminuye el peso corporal, los niveles de insulina y aumenta el peso de las
glandulas adrenales, lo que sugiere una reduccion de los efectos del estrés por el consumo de
alimentos agradables al paladar (chocolate), ademéas de que los animales comen alimentos
ricos en carbohidratos en un intento de reducir la respuesta al estrés (Fachin y cols. 2008).
Esto se corrobora en edades tempranas, donde ratas macho Wistar de 21 dias posnatal
alimentados con una dieta alta en carbohidratos y sometidos a estrés por aislamiento social
durante 7 dias, aumentan el consumo de kilocalorias, por otro lado, los animales con dieta alta
en carbohidratos (sin estrés) aumentan el peso corporal y el tejido adiposo retroperitoneal
mientras la insulina disminuye. Sin embargo, el estrés disminuye la glucosa, la insulina y
aumenta el neuropéptido Y (NPY) y la dieta méas el estrés disminuye la insulina y la
adiponectina. Concluyendo que la dieta, el estrés y la combinacion de ambos estimulos
provocan efectos diferentes en esta edad, y que ademas son factores causales para la
programacion metabdlica durante el periodo prepuber, que podrian tener implicaciones sobre
la vulnerabilidad a los trastornos relacionados con el estrés en la edad adulta (Krolow et al.
2013). Es importante mencionar que desafortunadamente no evaluaron las concentraciones de
corticosterona en estos modelos de dieta mas estrés.

Ahora, lo que se ha reportado con dietas hipercaldricas es que dependiendo del tiempo

de exposicion a la dieta mas el estrés, el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal puede verse




afectado, resultando en niveles de corticosterona normales o alterados. Asi mismo, Macedo y
cols. (2012) utilizaron ratas macho Wistar de 60 dias posnatal, sometidos a estrés por
restriccion 1h diaria por cinco dias a la semana, durante seis semanas. Observando que la
obesidad inducida por la dieta aumenta el peso corporal, leptina, triglicéridos y colesterol. Sin
embargo, el estrés disminuye la ganancia de peso corporal, aumenta el peso de las glandulas
adrenales, sin cambios en los niveles de corticosterona, concluyendo que los animales se
habituaron a esta condicion. Mientras que si el estrés se aplica durante un tiempo mas
prolongado 1h diaria por cinco dias a la semana durante 80 dias con esta misma dieta, se
observa una interaccion entre el estrés cronico y la obesidad inducida por la dieta afectando
los niveles de colesterol total y corticosterona, sugiriendo que el eje hipotdlamo-hipdéfisis-

adrenal presento hiperactividad (de Oliveira y cols. 2014).

Recientemente en nuestro laboratorio, Diaz-Aguila y cols. (2015) mostraron que el
consumo de sacarosa al 30% a temprana edad durante tres meses, provoca alteraciones
metabolicas e histoldgicas en la glandula adrenal. Aunado a esto, estamos interesados en saber
como responderda la glandula adrenal con estas modificaciones histologicas ante la presencia

de estrés cronico.
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3. JUSTIFICACION
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. Conforme transcurre el tiempo, estos excesos llevan a la aparicion de diversas
alteraciones metabolicas (Rojas y cols. 2008). Estas alteraciones se ven influenciadas por
factores como la cantidad de nutrientes en la dieta, la duracion de la exposicion a la dieta y
aunado a esto, los estresores crénicos provocados por el estilo de vida que son asociados con
el aumento en la ingesta de alimento y adipogénesis (Roberge y cols. 2007) ocasionando
sobrepeso y obesidad (Smith y cols. 2005). Mientras que, en modelos animales, el estrés
cronico por restriccion en la rata disminuye el peso corporal y la ingesta de alimento sin
afectar los niveles de corticosterona (Macedo y cols. 2012), contrario a la dieta alta en grasas

donde aumenta la corticosterona (Bruder-Nascimento y cols. 2013).

Por otro lado, se ha mostrado que el aumento de glucocorticoides provoca un aumento
en la gluconeogénesis, resistencia a la insulina, esteatosis hepéatica y depositos de grasa
abdominal (Vegiopoulos y Herzig 2007; Arnaldi y cols. 2010). Lo que sugiere una asociacién
con el desarrollo del sindrome metabdlico. Mientras que en condiciones de estrés participan en
la movilizacidon de las reservas de energia para la supervivencia, durante desafios fisioldgicos
y/o psicoldgicos (Charmandari y cols. 2003; Pervanidou y Chrousos 2012). Sin embargo, se ha
reportado que tanto en seres humanos como en ratas machos, la obesidad no eleva el cortisol o

corticosterona (Stimson y Walker 2007), desconociendo cual es la causa.

Hacen falta estudios que evallen los efectos del consumo de sacarosa mas el estrés
sobre los niveles de corticosterona y mas sobre el arreglo histologico de la glandula adrenal.
Hasta el momento solo se ha reportado que el consumo elevado de carbohidratos provoca
infiltracion de grasa en la glandula adrenal en la edad adulta (Martinez Calejman y cols.
2012), pero nada sobre la combinacion de la dieta mas el estrés desde temprana edad hasta la
edad adulta dado que, los nifios tienen una glandula adrenal inmadura (Lashansky y cols.
1992; Palmert y cols. 2001; Meikle y cols. 2007; Mouritsen y cols. 2014) que podria afectar la

respuesta al estrés en edades posteriores.




4. HIPOTESIS
El consumo de sacarosa mas el estrés aumentan la concentracion de corticosterona y provocan

alteraciones histologicas en la glandula adrenal de ratas macho.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el efecto del consumo de sacarosa mas el estrés sobre la concentracion de

corticosterona y las alteraciones de la glandula adrenal de ratas macho.

5.2 Objetivos Especificos
e Determinar la concentracién de corticosterona sérica de ratas macho.

e Evaluar el arreglo histolégico de la glandula adrenal (espesor, densidad celular y

porcentaje de células de la zona glomerular, fascicular, reticular y médula).




6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Manejo de los animales
Se utilizaron 32 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se

tomaron ratas machos procedentes de madres diferentes. Las ratas se colocaron
aleatoriamente en jaulas independientes de polipropileno (37 cm x 27 cm x 16 cm)
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 en el Centro
Tlaxcala Biologia de la Conducta. Todos los procedimientos experimentales se realizan 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-062Z00-1999. El protocolo de investigacion fue
revisado y aprobado por el comité de Bioética del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta. Las ratas fueron aleatoriamente elegidas en los siguientes grupos (8/grupo)
experimentales: ratas que consumieron agua simple (C), agua simple + estrés (E), agua

azucarada 30% (A30) y agua azucarada + estrés (A30+E).
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6.2 Disefio experimental
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Figura 4. Disefio experimental. Grupos: C control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30%

mas estrés. (N total=32).

6.3 Procedimiento de estrés

Para someter a los animales a estrés, se colocaron en tubos de plastico (25 cm x 7 cm), fijados
con cinta adhesiva en el exterior, un extremo se mantuvo abierto para que la rata pudiera
respirar. Las ratas fueron expuestas a estrés al inicio del 3er mes del consumo de agua, para
evitar la habituacion de la respuesta al estrés durante 28 dias. Las ratas fueron expuestas 1h
diaria de estrés a las 11:00 h durante los 5 dias de la semana sin estimulo el fin de semana. Las
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ratas fueron regresadas a sus cajas inmediatamente después del estrés. Las ratas del grupo
control no fueron expuestas a estrés y fueron mantenidas en sus cajas sin alimento durante el
periodo experimental (Macedo y cols. 2012). Todos los grupos fueron sacrificados al concluir

los tres meses de tratamiento (ver disefio experimental, figura 4).

6.4 Protocolo de la dieta y registro del peso corporal
Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (Tabla 1). Los

grupos experimentales recibieron 30% de sacarosa estandar comercial diluida en el agua que
consumieron, las ratas del grupo control consumieron agua simple. El consumo de alimento y
agua fue a ad libitum. Durante el periodo de tratamiento, se hizo un registro diario del peso
corporal, consumo de alimento y agua. EI consumo de alimento y agua fue medido,
colocando una cantidad conocida en cada jaula obteniendo la cantidad remanente 24 horas

después.

DIETA CONTROL (CHOW 5001 PURINA)

Nutrimento Porcentaje (%) Kcal
Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte caldrico y nutrimental por cada 100 gramos de alimento de dieta Chow 5001 de Purina

6.5 Obtencion de kilocalorias (kcal) consumidas en el alimento y agua

La ingesta caldrica individual se determind por la ingesta de alimento consumido, se

calcularon los g/100 g de peso corporal x 3.3 kcal/g de alimento.

El consumo de sacarosa fue evaluado los mL de agua/100 g de peso corporal x los g del

azucar/mL de agua x 4 kcal/g de azUcar.




6.6 Obtencion de muestras sanguineas, glandula adrenal y tejido adiposo
Al término del tratamiento previo al sacrificio, las ratas de cada grupo fueron dejadas en

ayuno, por lo cual se les quito el alimento a las ocho de la noche, y a las ratas que recibian
30% de sacarosa se les retiro el agua y se les coloco agua simple para cumplir un ayuno de
doce horas, al dia siguiente a las ocho de la mafiana a cada rata se le midié la glucosa sérica
con un analizador Accutrend GCT analyzer (Roche Diagnostics, USA). Inmediatamente los
animales fueron sacrificados por decapitacion para colectar dos tubos de sangre (13 x 100
mm). La sangre se dejo reposar en bafio maria durante 15 minutos, después se centrifugo a
2500 rpm durante 15 minutos. El suero fue separado haciendo alicuotas de 300 uL, las cuales
se conservaron en congelacién a -30°C para el analisis de corticosterona. La rata decapitada
inmediatamente se colocO en posicion supina, se realizo una incision longitudinal sobre la
linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal del pene. Las glandulas
adrenales y el tejido adiposo fueron extraidos y pesados (ajustando el peso x100 g de peso

corporal).

6.7 Determinacion de corticosterona
El analisis de corticosterona se realizd por medio de kits disponible comercialmente, Kit

Enzyme Immunoassay, compafiia Assay Desing N0.900-097. Los estandares y las muestras se
corrieron por duplicado. El coeficiente de variacion intra-ensayo e inter ensayo fue 2.1 pg/mL
and 5.3 pg/mL, respectivamente.

6.8 Obtencion y analisis histologico de la glandula adrenal
Las glandulas fueron fijadas en Bouin-Duboscq 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 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Se obtuvieron cortes histoldgicos transversales de 7um de espesor con un
micrétomo (Leica RM2135, Germany), 16 cortes por animal (glandula derecha e izquierda),
los cuales se colocaron en portaobjetos, ocho cortes por laminilla. Las laminillas fueron

tefiidas Hematoxilina-Eosina y Tricromica de Masson. Se tomaron fotomicrofotografias con




una cadmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles, montada en un microscopio Optico Zeiss
Imager A.1 (a 400 aumentos totales), para determinar el espesor de las capas, nimero de
células y area de las células e hipertrofia, se utilizd un analizador de Iméagenes AxioVision
REL 4.6 (Zeiss Inc 2007).
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Figura 5. Area de la corteza y médula adrenal, espesor de las capas de la corteza adrenal, y nimero y area de
las células de la corteza y médula adrenal.

6.9 Anélisis estadistico

Los valores obtenidos se analizaron en una base de datos por medio del programa GB-STAT
6.0. Los datos se analizaron con una ANOVA de dos vias y Newman-Keuls como prueba
post-hoc (p<0.05). Todos los datos representan la mediatee. Por ultimo, el porcentaje de
células por campo se analiz6 con una Chi-cuadrada y posteriormente una prueba de Fisher
(p<0.05) los datos representan la media para todos los grupos.
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7. RESULTADOS

7.1 Pardmetros de crecimiento
La ganancia de peso corporal fue disminuido solo por el estrés comparado con los grupos

control y A30 (dieta, F 128=0.23; p=0.63; estrés, F 12=13.51; p=0.001; interaccién, F
128=0.0028; p=0.95; tabla 2). La ingesta de alimento, fue disminuida por el estrés en
comparacion al grupo control. Sin embargo, la dieta de sacarosa afecté mucho mas el consumo
de alimento en los grupos A30 y A30+E (dieta, F 128=218.93; p<0.0001; estrés, F 1,286=7.35;
p=0.01; interaccion, F 128=1.06; p=0.31; tabla 2). Todos los animales consumen la misma
cantidad de agua (dieta, F 1286=1.48; p=0.23; estrés, F 128=4.55; p=0.04; interaccion, F
1,28=0.55; p=0.46; tabla 2). Consecuentemente, la ingesta total de calorias es mas alta en los
grupos A30 y A30+E (dieta, F 1,26=30.610; p<0.0001; estrés, F 126=15.10; p=0.10; interaccion,
F 126=1.72; p=0.19; tabla 2).

Ganancia de peso corporal 2684102 216+10 2624172 208+18P
(Peso final-Peso inicial)

Ingesta de alimento 740.22 6+0.5P 3+0.2¢ 2+0.2¢
(g/dia/100g de peso corporal)
Consumo de agua 23£1 18£1 2442 2141
(mIL./dia/100g de peso corporal)
Kcal totales 25+12 21422 38+3P 33420

(g/dia/100g de peso corporal)

Tabla 2. Efecto de la sacarosa maés el estrés sobre la ganancia de peso corporal, consumo de alimento, agua
e ingesta de calorias totales. Grupos: C control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30%
mas estrés (n=8/grupo). Se muestra media * e.e. Letras diferentes (p<0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls
post hoc.

7.2 Adiposo Visceral
El indice de adiposidad aumenta por la dieta (dieta, F 128=8.55; p=0.006; estrés, F 128=0.95;

p=0.338; interaccién, F 128=2.34; p=0.136; tabla 3). Resultados similares se observan en el
tejido adiposo pericardio (dieta, F128=8.31; p=0.007; estrés, F128=1.35; p=0.255; interaccion,




F 126=5.60; p=0.025; tabla 3), tejido adiposo visceral (dieta, F128=10.99; p=0.002; estrés, F
1,286=6.69; p=0.015; interaccion, F 128=3.84; p=0.059; tabla 3), y tejido adiposo gonadal (dieta,
F 128=4.47; p=0.043; estres, F 126=7.38; p=0.011; interaccion, F 128=1.23; p=0.276; tabla 3).
Mientras el tejido adiposo perrirenal aumenta por el estrés (dieta, F 1,26=2.92; p=0.098; estrés,
F 128=21.67; p<0.0001; interaccion, F 12=0.20 p=0.652; tabla 3).

Indice de adiposidad

(g/100gPC) 5140 18 2.5+0.42 4+0.6° 3.140.520

Pericardio

(g/100gPC) 0.1+0.022 0.1+0.012 0.2+0.02v 0.1+.012

Perirrenal

(g/100gPC) 0.240.022 1£0.1° 0.440.052 14020
Visceral

(g/100gPC) 1+0.12 1+0.12 2.340.4b 140.22
Gonadal

(g/100gPC) 10.052 1+0.12 1.5:£0.2b 12023

Tabla 3. Efecto de la sacarosa mas el estrés sobre el contenido de tejido adiposo. Grupos: C control, E
estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). Se muestra media + e.e. Letras
diferentes (p<0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.

En la figura 6, se muestran las fotografias de las ratas colocadas en posicion supina exponiendo el
tejido adiposo visceral. Se observa una mayor acumulacion de tejido adiposo en la rata

experimental del Grupo A30 comparado con los grupos C, E y A30+E.

C E A30 A30+E

.|

, A
Figura 6. Las fotografias muestran el tejido adiposo visceral (flechas negras). Grupos: C control, E estresado,
A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés.
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7.3 Glucosa sérica
No se encontraron diferencias en los niveles de glucosa por la dieta F1, 26=2.7106, p=0.11009,

estrés F1, 28=0.1652, p= 0.6875 o interaccion F1, 26=0.004, p= 0.8338 (figura 7).

150-
e -
100-
g
é" 50
0 ' '
C E A30  A30+E

Figura 7. Efecto de la sacarosa mas el estrés sobre los niveles sanguineos de glucosa. Grupos: C control, E
estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). Se muestra la mediate.e. No
hay diferencia entre grupos. p>0.05, ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.

7.4 Peso de las glandulas adrenales
El peso de la glandula adrenal derecha aumenta por el estrés comparado con el grupo C

(dieta, F 128=01; p=0.89; estrés, F 128=11.00; p=0.002; interaccion, F 128=1.54; p=0.22;
figura 8A), resultado similar ocurre en la glandula adrenal izquierda en el grupo E y A30+E
comparado con el grupo control (dieta, F 128=0.48; p=0.49; estrés, F 128=18.15; p=0.0002;
interaccion. F 1,:=0.48: 0=0.49: fiaura 8B).
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Figura 8. Efecto de la sacarosa mas el estrés sobre el peso de la glandula adrenal derecha e izquierda.
Grupos: C control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). Se
muestra la media + e.e. Letras diferentes (p<0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.
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7.5 Histologia de la glandula adrenal

7.5.1 Caracteristicas cualitativas de la glandula adrenal derecha
En el grupo C, observamos una delgada capa de tejido conectivo, con un nucleo y citoplasma

bien delimitado en la corteza, asi como la presencia de espacios sinusoidales en la zona
reticular (figura 9A). Respecto a la médula adrenal, se observa un nucleo y citoplasma bien
delimitado de las células cromafines con la presencia de vasos sanguineos grandes (figura 9B).
Por otra parte, el grupo E, presenta una delgada capa de tejido conectivo, con un nucleo y
citoplasma bien delimitado en la corteza, aunado a esto, también podemos observar una
congestion de sinusoides en la zona reticular por la presencia de eritrocitos (figura 9C). La
médula adrenal presenta un ndcleo y citoplasma bien delimitado de la células cromafines con
vasos sanguineos congestionados (figura 9D). EI grupo A30, presenta una gruesa capa de
tejido conectivo, con la presencia de células globosas y espacios de gran tamafio en la zona
reticular (figura 9E). La medula adrenal, ademés de tener un ndcleo y citoplasma bien
delimitado con infiltracion de colageno en las células cromafines, se puede observar vasos
sanguineos grandes (figura 9F). Finalmente, el grupo A30+E, presenta una delgada capa de
tejido conectivo, con un nucleo y citoplasma bien delimitado en la corteza, pequefios espacios
sinusoidales en la zona reticular (figura9G) y la médula adrenal tiene un nucleo y citoplasma
bien delimitado de la células cromafines, asi como pequefios vasos sanguineos sin

acumulacién de eritrocitos (figura 9H).

CORTEZA

MEDULA

Figura 9. Organizacién histolégica de la glandula adrenal derecha. Grupos: C control, E estresado, A30
sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). A,B) Corteza y médula adrenal del grupo C;

E



C,D) Corteza y médula adrenal del grupo E; E,F) Corteza y médula adrenal del grupo A30; G,H) Corteza y
médula adrenal del grupo A30+E. Tefilido con Tricrdmica de Masson. Zona Glomerular (g); Zona Fasciculada (f);
Zona Reticular (r), médula (m), capsula (—), espacios sinusoidales del grupo A30 y A30+E (*), acumulacién de
eritrocitos del grupo E (*); médula: vasos sanguineos del grupo C, A30 y A30+E (*), acumulacion de eritrocitos
del grupo E (—) y colageno del grupo A30 (—). Barra=50um.

7.5.2 Caracteristicas cuantitativas de la glandula adrenal derecha
7.5.2.1 Capsula

El espesor de la capsula de la glandula adrenal aumenta por el estrés (dieta, F128=0.8770,
p=0.357; estrés, F126=37.2517, p= 0.0001; interaccion, F126=0.0038, p= 0.950, figura 10).
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Figura 10. Efecto de la sacarosa mas el estrés sobre la capsula de la glandula adrenal derecha. Grupos: C
control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% maés estrés (n=8/grupo).Se muestra la media
* e.e. Letras diferentes (p<0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.

7.5.2.2 Caracteristicas morfometricas
En la zona glomerular, el espesor incrementa por el estrés (dieta, F1,28=2.55; p>0.05; estrés,

F1,28=17.35; p=0.0003; interaccion, F128=5.29; p>0.05; fig. 11A). La densidad de sus células
tambien fueron afectadas por el estrés (dieta, F1,28=0.75; p>0.05; estrés, F128=15.97; p=0.0004;
interaccion, F128=1.10; p>0.05; fig. 11B). El anélisis de acuerdo al porcentaje de células con
un area <60 um? disminuye en el grupo A30 (20%; p<0.05; fig. 11C), comparado con el grupo
E (36%) y A30+E (43%), el porcentaje de células con un area 61-100 um? es similar entre

grupos (p>0.05; fig. 11C), finalmente, el porcentaje de células con un éarea >101 pum?




disminuye en el grupo E (14%; p<0.05; fig. 11C) comparado con el grupo A30 (32%), vy el
grupo A30+E disminuye (5%; p<0.05; fig. 11C) comparado con el grupo C (22%).

En la zona fascicular, el espesor disminuye por la dieta en el grupo A30 con respecto al grupo
C, E y A30+E (dieta, F128=7.51; p=0.01; estrés, F1,28=6.94; p>0.05; interaccion, F1,28=2.02;
p>0.05; fig. 11D). La densidad celular incrementa por efecto del estrés en los grupos E y
A30+E (estrés, F1,28=9.61; p=0.004) y por la dieta en el grupo A30 (dieta F128=4.14; p<0.05)
con respecto al grupo C, sin observar cambios por la interaccién de los dos factores
(F1,28=2.33; p>0.05, fig. 11E). El andlisis de acuerdo al porcentaje de células con un area <100
um? incrementa en el grupo E (39%; p<0.05) y A30+E (40%; p<0.05; fig. 11F), respecto al C
(19%) y A30 (17%), adicionalmente el porcentaje de células con un area de 101-199 um?
disminuye en el grupo E (56%; p<0.05) y en el grupo A30+E (56%; p<0.05; fig. 11F),
comparado con el grupo C (77%) y A30 (79%) y finalmente el porcentaje de células con un

area >200 pm? es similar entre los cuatro grupos (p>0.05; fig. 11F).

En la zona reticular, el espesor no se modifica por la dieta, F1,28=0.46; p>0.05, el estrés,
F128=0.96; p>0.05 o la interaccion, Fi128=8.38; p>0.05; (fig. 11G). La densidad celular
incrementa por el estrés (dieta, F1, 28=1.92; p>0.05; estrés, F126=26.85; p<0.0001; interaccion,
F1.28=6.66; p>0.05; fig. 11H), adicionalmente el porcentaje de células con un area <60 pum?
incrementa en el grupo E (37%; p<0.05) y en el grupo A30+E (35%; p<0.05; fig. 11I),
comparado con el grupo C (17%) y A30 (21%), el porcentaje de células con un area 61-100
um? no se modifica entre los cuatro grupos (p>0.05; fig. 111) y el porcentaje de células con un
area >101 um? disminuye en el grupo E (10%; p<0.05; fig.111), con respecto al C (26%) y
A30 (27%), y el grupo A30+E disminuye (14%; p<0.05; fig.111) comparado con el grupo A30
(27%).

El area de la médula incrementa por el estrés (dieta, F1,28=0.18; p>0.05; estrés, F128=36.49;
p<0.0001; interaccion, F128=0.44; p>0.05; fig. 11J), resultados similares se observan en la
densidad celular (dieta, F128=0.65; p>0.05; estres, F12=9.10; p=0.005; interaccion,
F1.28=1.39; p>0.05; fig. 11K). La distribucion de células con un area <100 um? incrementa en
el grupo E (55%; p<0.05) y en el grupo A30+E (47%; p<0.05; fig. 11L), comparado con el
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grupo C (14%) y A30 (14%). Por el contrario, el porcentaje de células con un area de 101-199
um? disminuye en el grupo E (44%; p<0.05), y en el grupo A30+E (46%; p<0.05; fig. 11L),
comparado con el grupo C (69%) y A30 (72%). Finalmente, el porcentaje de células con un
area >200 pum? disminuye por el estrés (1%; p<0.05; fig. 11L), comparado con el grupo C
(17%) y A30 (14%).
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Figura 11. Caracterizacion morfometrica de la glandula adrenal derecha. Variaciones morfometricas del
espesor de las zonas (A, D, G, J), densidad celular (B, E, H, K) y porcentaje de células distribuidas por rango de
area (C, F, I, L) de la zona glomerular (ZG), zona fascicular (ZF), zona reticular (ZR) y médula (M). Se muestra
la media + e.e. Letras diferentes, p<0.05; ANOVA dos vias Newman-Keuls post hoc. Chi-cuadrada y prueba de
Fisher. Grupos: C control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo).
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7.5.2.3 Caracteristicas cualitativas de la glandula adrenal izquierda
En el grupo C, se observa una delgada capa de tejido conectivo, con un ndcleo y citoplasma

bien delimitado en la corteza, ademas de una gran cantidad de espacios sinusoidales que van
de la zona fascicular a la zona reticular (figura 12A). Respecto a la médula adrenal, podemos
observar un nucleo y citoplasma bien delimitado de las células cromafines, con pequefios
vasos sanguineos y una delgada capa de tejido conectivo que rodea a la médula (figura 12B).
En el grupo E, se observa una delgada capa de tejido conectivo con un nucleo y citoplasma
bien delimitado en la corteza y una acumulacion de eritrocitos en los espacios sinusoidales de
la zona reticular (figura 12C). La medula adrenal presenta un ndcleo y citoplasma bien
delimitado de las células cromafines, congestion de vasos sanguineos por acumulaciéon de
eritrocitos (figura 12D). El grupo A30, presenta una gruesa capa de tejido, con un nucleo y
citoplasma bien delimitado en la corteza, asi como la presencia de pequefios espacios
sinusoidales en la zona reticular (figura 12E), en la médula se observan unas células
cromafines mas compactas con un nucleo y citoplasma bien delimitado con presencia de tejido
conectivo, pocos vasos sanguineos (figura 12F). Finalmente el grupo A30+E, presenta una
gruesa capa de tejido, con un nucleo y citoplasma bien delimitado en la corteza, asi como la
presencia de pequefios espacios sinusoidales en la zona reticular (figura 12G), en la médula se
observa un nucleo y citoplasma bien delimitado en las células cromafines, con vasos

sanguineos grandes (figura 12H).
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Figura 12. Organizacion histolégica de la glandula adrenal izquierda. Grupos: C control, E estresado, A30
sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). A,B) Corteza y médula adrenal del grupo C;
C,D) Corteza y médula adrenal del grupo E; E,F) Corteza y médula adrenal del grupo A30; G,H) Corteza y
médula adrenal del grupo A30+E. Tefiido con Tricrémica de Masson. Zona Glomerular (g); Zona Fasciculada (f);




Zona Reticular (r), médula (m), capsula (—), espacios sinusoidales del grupo A30 y A30+E (*), acumulacion de
eritrocitos del grupo E (*); médula: vasos sanguineos del grupo C, A30 y A30+E (*), acumulacién de eritrocitos
del grupo E (—) y colageno del grupo A30 (—). Barra=50pum.

7.5.2.4 Asimetria cuantitativa de la glandula adrenal izquierda

7.5.2.5 Capsula
El espesor de la capsula de la glandula adrenal aumento por el estrés (dieta, F1, 26=1.5913,

p=0.2175; estrés, F1, 28=15.5426, p=0.0005; interaccion, F1, 26=0.2063, p= 0.6531, figura 13).
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Figura 13. Efecto de la sacarosa mas el estrés sobre la capsula de la glandula adrenal izquierda. Grupos: C
control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% maés estrés (n=8/grupo). Se muestra la media
* e.e. Letras diferentes (p<0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.

7.5.2.6 Caracterizacion morfometrica
En la zona glomerular, el espesor incrementa en el grupo E por efecto del estrés comparado

con el grupo C (dieta, F128=0.11; p>0.05; estres, F128=7.26; p=0.01; interaccion, F1,28=6.22;
p>0.05; fig. 14A). La densidad celular es similar entre grupos (dieta, F1,26=0.005; p>0.05;
estrés, Fi128=4.12; p>0.05; interaccion, F1,28=1.59 p>0.05; fig. 14B). El porcentaje de células
con un area <60 um? incrementa por el estrés (31%; p<0.05; fig. 15C), sin embargo, los dos
estimulos incrementan mucho mas el porcentaje de células (57%; p<0.0001; fig. 14C),
comparado con el grupo C (12%) y A30 (8%). El porcentaje de células con un area 61-100

um? fueron similares entre grupos (p>0.05; fig. 14C). Finalmente, el porcentaje de células con




un area >101 pm? disminuye por el estrés (16%; p<0.05; fig. 14C) con respecto al grupo C
(32%), sin embargo, el grupo A30 incrementa el porcentaje de células (48%; p<0.05 fig. 14C)
con respecto al grupo C (32%). Interesantemente el grupo A30+E disminuye el porcentaje de
células (2%; p<0.05 fig. 14C) respecto a los demas grupos, C (32%), E (16%) y A30 (48%).

En la zona fascicular, el espesor fue similar entre grupos (dieta, F1,28=0.07; p>0.05; estrés
F126=4.96; p>0.05; interaccion, F128=0.04; p>0.05; fig. 14D). La densidad celular incrementa
en el grupo E, comparado con el grupo C y A30 (dieta, F128=1.16; p>0.05; estrés, F18=18.56;
p=0.0002; interaccion, F128=3.32; p>0.05; fig. 15E). El porcentaje de células con un area
<100um? incrementa en el grupo E (41%; p<0.05) y A30+E (43%; p<0.05; fig. 14F) respecto
al grupo C (17%) y A30 (26%). El porcentaje de células con un area 101-199 pm? fue similar
entre grupos (p>0.05; fig. 14F), mientras, que el porcentaje de células con un area >200 pum?
disminuye en los grupos E (3%; p<0.05), A30 (5%; p<0.05) y A30+E (2%; p<0.05; fig. 14F),

comparados con el grupo C (19%).

En la zona reticular, el espesor disminuye por la dieta (dieta, F128=29.26; p<0.0001; estrés,
F128=1.99; p>0.05; interaccion, F1,28=0.38; p>0.05; fig. 14G). La densidad celular incrementa
en el grupo E con respecto a los grupos C y A30 (dieta, F1,25=0.16; p>0.05; estrés, F1,2s=14.59;
p=0.0007; interaccion, F126=2.08; p>0.05; fig. 14H). El porcentaje de células con un area <60
um? incrementa en el grupo E (35%; p<0.05) y A30+E (39%; p<0.05; fig. 14l), comparado
con el grupo C (5%), y A30 (9%), mientras que, el porcentaje de células con un area 61-100
um? es similar entre grupos (p>0.05; fig. 151), finalmente el porcentaje de células con un area
>101 um? disminuye en el grupo E (12%; p<0.05) y A30+E (14%; p<0.05; fig. 141),
comparado con el grupo C (42%), y A30 (33%).

El area de la médula adrenal incrementa por el estrés (dieta, F128=0.67; p>0.05; estrés,
F128=37.14; p<0.0001; interaccién, F126=0.02; p>0.05; fig. 14J), la densidad celular fue
similar entre grupos (dieta, F128=0.34; p>0.05; estrés, F12=4.76; p>0.05; interaccion,
F1.26=0.14; p>0.05; fig. 14K). La distribucion de células con un area <100 um? incrementa en
el grupo E (56%; p<0.05) y A30+E (55%; p<0.05; fig. 14L), comparado con el grupo C
(16%), y A30 (23%). Adicionalmente el porcentaje de células con un area 101-199 um?




disminuye en el grupo E (44%; p<0.05) y A30+E (42%; p<0.05; fig. 14L), comparado con el

grupo C (69%), y A30 (69%). Finalmente, el porcentaje de células con un area >200 pum?

disminuye en el grupo E (1%; p<0.05) y A30+E (3%; p<0.05; fig. 14L), comparado con el
grupo C (15%).
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Figura 14. Caracterizacion morfometrica de la glandula adrenal izquierda. Variaciones morfometricas del
espesor de las capas (A, D, G, J), densidad celular (B, E, H, K) y porcentaje de células distribuidas por rango de
area (C, F, I, L) de la zona glomerular (ZG), zona fascicular (ZF), zona reticular (ZR) y médula (M). Se muestra
la media + e.e. Letras diferentes, p<0.05; ANOVA dos vias Newman-Keuls post hoc. Chi-cuadrada y prueba de
Fisher. Grupos: C control, E estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo).
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7.6 Corticosterona sérica
Las concentraciones de corticosterona fueron similares entre grupos (dieta, F1,20=0.29; p=0.59;

estres, F1,20=3.95; p=0.06; interaccion, F120=0.73; p=0.40; fig. 15).
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Figura 15. Efecto de la sacarosa maés el estrés sobre la concentracion de corticosterona. Grupos: C control, E
estresado, A30 sacarosa al 30% y A30+E sacarosa al 30% mas estrés (n=8/grupo). Se muestra la media + e.e.
(p>0.05). ANOVA dos vias, Newman-Keuls post hoc.
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8. DISCUSION
Tanto en seres humanos como en ratas machos, se ha observado que dietas ricas en

carbohidratos inducen trastornos metabolicos (Naska y cols. 2011; de Koning y cols. 2012;
Martinez Calejman y cols. 2012; Diaz-Aguila y cols. 2015). Sin embargo, estresores crénicos
provocados por el estilo de vida causan cambios fisiolégicos y también trastornos
neuroendocrinos en humanos (Bjorntorp 2000; Epel y cols. 2001; Smith y cols. 2005; Bordbar
y cols. 2012). Distintos modelos animales expuestos a estresores como inmovilizacion,
restriccion y choques eléctricos causan alteraciones fisiologicas (Bali y Jaggi 2015), y la
exposicion a la luz intensa provoca un aumento en la presion arterial sistlica (Fernando y
cols. 2013). Varios son los érganos o tejidos involucrados en los procesos fisiologicos del
metabolismo, por ejemplo: el pancreas, el higado, los rifiones, el cerebro, la musculatura
estriada, pocos trabajos han reportado que la glandula adrenal también es importante para
entender dichos mecanismos (De Silva and Wijesiriwardene 2007). En nuestro laboratorio
recientemente, hemos mostrado en ratas machos que fueron alimentadas con dieta alta en
sacarosa desde el destete hasta la edad adulta, alteraciones histolégicas en la glandula adrenal
con modificaciones metabodlicas, sin embargo, no se afectan los niveles de corticosterona
(Diaz Aguila y cols. 2015). Por ello, nos interesé evaluar el efecto del estrés y la combinacién

de la dieta alta en sacarosa mas estrés sobre la organizacion histoldgica de la glandula adrenal.

Nuestros resultados muestran que el estrés disminuye el peso corporal y la ingesta de
alimento como se ha reportado previamente (Ricart-Jané y cols. 2002; Adan y Epel. 2007). A
este respecto se ha documentado que ante una situacion de estrés se libera la hormona
noradrenalina y la CRH, que poseen accion inhibitoria sobre el apetito provocando efectos
anoreéxicos que conllevan a la disminucion del consumo de alimento y por ende a la pérdida de
peso corporal (Dallman y cols. 2003; Dallman y cols. 2004), también el aumento de la leptina
posee accién inhibitoria sobre el apetito (Macedo y cols. 2012). Sin embargo, existe
controversia ya que se ha reportado que el estrés aumenta la ingesta de alimento (Silveira et al.
2000; Fachin y cols. 2008). En el caso de los animales que consumieron agua con sacarosa, no
encontramos diferencias en el peso corporal, a pesar de que disminuye el consumo de

alimento, probablemente por el aumento en la acumulacion de tejido adiposo visceral e indice




de adiposidad como podemos observar en la figura 6 (A30), que corrobora resultados
publicados anteriormente con el mismo procedimiento experimental (EI Hafidi y cols. 2001,
2004, 2006; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009; Diaz-Aguila y cols. 2015).
Respecto a los animales que estuvieron sometidos a los dos estimulos (la dieta mas el estrés),
disminuyen el peso corporal y la ingesta de alimento, esto puede atribuirse a que el estrés
estimula la secrecion de niveles altos de catecolaminas (Altuna y cols. 2006) a través del
sistema nervioso autonomo simpatico, promoviendo la lipdlisis en tejidos periféricos (Torres y
cols. 2001; Perello y Spinedi 2004; Fachin y cols. 2008; Torres y Nowson 2007), por ello, el
exceso de calorias contenidas en el agua con sacarosa no se estan almacenando, contrario a lo
que sucede en los animales que consumieron sacarosa, por lo que el estrés cronico bloquea los
efectos de la dieta alta en sacarosa, no permitiendo el aumento de peso corporal, asi como la
grasa visceral y el indice de adiposidad, estas observaciones son similares a las descritas
previamente (Laugero y cols. 2001, Corona-Pérez y cols. 2015 en revision). Es lo mismo que
sucede cuando a las ratas se les proporciona una dieta alta en grasa y se someten a estrés,
disminuye el tejido adiposo y el indice de adiposidad comparado con la rata que solo consume
la dieta alta en grasa (Bruder-Nascimento y cols. 2013). Sin embargo, observamos un aumento
en la cantidad de tejido adiposo perirrenal, esto podria asociarse con otros estudios donde se
ha observado que el consumo de dietas ricas en grasas y carbohidratos aumentan el tejido
adiposo perirrenal a través de la activacion del sistema nervioso simpatico, provocando
aumento en la presion arterial (Amin y cols. 2011). Por otro lado, se ha observado que el estrés
psicosocial causa hipertrofia en la glandula adrenal produciendo un aumento en los niveles de
aldosterona, renina, y noradrenalina aumentando la presion arterial (Henry y cols. 1993;
Roberge y cols. 2007).

Los niveles de glucosa sérica no fueron afectados, lo que se ha reportado en dietas con
sacarosa (El Hafidi y cols. 2001,2004; Aguilera y cols. 2004; Diaz-Aguila y cols. 2015), es
posible que los niveles de glucosa se mantengan normales por el aumento de insulina y/o
(Diaz-Aguila y cols. 2015), por el aumento de la leptina (Perry et al. 2014; Diaz-Aguila y cols.
2015). En el caso de los animales que estuvieron sometidos a ambos estimulos, estos gastaron
la energia proveniente de la sacarosa para responder al estrés, dado que se ha propuesto que

los animales comen alimentos de alta densidad energética en un intento de reducir la respuesta




al estrés cronico (Fachin y cols. 2008; Roubos y cols. 2012). Cabe resaltar que estos datos son
caracteristicos de un estrés cronico (Pecoraro y cols. 2004; Fachin y cols. 2008; Ricart-Jané y
cols. 2002).

Efecto del consumo de sacarosa més estrés sobre la histologia de la glandula adrenal:

Ahora adicionamos informacién acerca de los efectos que provoca el estrés y la dieta més el
estrés con respecto al peso de la glandula adrenal. Por un lado, encontramos que el estrés
aumenta el tamafio, y el espesor de la capsula en ambas glandulas, probablemente por la
hipertrofia glandular (Ricart-Jané y cols. 2002; Ulrich-Lai y cols. 2006; Fachin y cols. 2008;
Bloss y cols. 2010; Macedo y cols. 2012; Bruder-Nascimento y cols. 2013) o por la hiperplasia
celular (Ulrich-Lai y cols. 2006). En apoyo a esto, ahora estamos mostrando un desarreglo en
el porcentaje de células observando hiperplasia celular. Interesantemente, ambos estimulos
incrementan Gnicamente el peso de la glandula izquierda, dicha glandula ha sido relacionada
con la respuesta al estrés en comparacion con la glandula derecha que es mas relacionada con
alteraciones metabolicas (Szigethy y cols. 1994; Sulivan y Gratton 1999; Ohashi et al. 2001).
Por otro lado, siguiendo con el desarreglo histologico, la dieta provoca infiltracion de
colageno en la médula adrenal indicando fibrosis en la glandula, lo que podria alterar la
secreciéon hormonal (Brown y cols. 1989) desregulando la retroalimentacion del eje
hipotalamo-hipoéfisis-adrenal lo que sugiere la muerte celular (Johnson y DiPietro 2013).
Desafortunadamente no medimos las catecolaminas. Sin embargo, con el estrés se observa una
congestion de eritrocitos en la zona reticular y en la médula adrenal, y nosotros sugerimos que
el aumento de células pequefias impiden el paso adecuado de la luz de los espacios
sinusoidales y de los vasos sanguineos para la irrigacion celular, incluso se observa como el
estrés altera el diametro y la forma de los vasos sanguineos, por otro lado, se ha demostrado
que el aumento de eritrocitos estd estrechamente relacionado con el estrés oxidativo en
diferentes modelos celulares (D'Angelo et al. 2001; D'Angelo et al. 2005). Ademas de esto, la
zona glomerular de ambas glandulas aumento el espesor y el numero de celulas, y
posiblemente esté incrementando esta zona hacia la periferia haciéndola mas grande, se
desconoce si este desarreglo tiene alguna implicacion sobre la aldosterona, dado que se ha

mostrado que ante una condicion de estrés, se presenta atrofia en esta zona (Ulrich-Lai y cols.




2006). Respecto a la zona fascicular, se observa hiperplasia celular en ambas glandulas sin
afectar los niveles de corticosterona, lo que sugiere que la corticosterona no participa en el
desarrollo del sindrome metabdlico en edad adulta (Diaz-Aguila y cols. 2015), por el
contrario, en ratas juveniles, el estrés induce hipertrofia y aumento en los niveles de
corticosterona (Diaz-Aguila, Tesis de Doctorado), y esteatosis hepéatica (Corona-Pérez y cols.
2015 en revision), esto es consistente con otros estudios donde la hipertrofia es la responsable
de la liberacién de corticosterona en respuesta a una sefial de estrés (Miyamoto y cols. 1999;
Gotohda y cols. 2005; Ulrich-Lai y cols. 2006). La zona reticular también muestra hiperplasia,
lo que sugiere que esta multiplicacion de células pequefias disminuye la luz de los espacios
sinusoidales provocando un estancamiento de eritrocitos, como se observa en la figura (10C y
13C). En la médula adrenal observamos hiperplasia, contrario a lo que se ha mostrado en ratas
sometidas a diferentes estresores, provocando hipertrofia y un aumento en los niveles de
corticosterona plasmatica y adrenal (Ulrich-Lai y cols. 2006). Es relevante recalcar que no hay
estudios donde reporten cambios en la histologia adrenal con respecto a la dieta alta en
sacarosa mas el estrés, por lo que nuestros resultados son de gran interés para entender los
procesos fisiologicos de la glandula adrenal desde temprana edad; asi mismo, nosotros
encontramos que en la zona glomerular de la glandula derecha disminuyen las células grandes,
mientras en la izquierda aumentan drasticamente las células pequefias y disminuyen las células
grandes, respecto a la zona fascicular de ambas glandulas se observa hiperplasia, contrario a lo
qgue se observa en animales de 51 dias postnatal, donde la dieta mas el estrés provoca
hipertrofia celular (Diaz-Aguila, Tesis de Doctorado), sin embargo, tanto la hiperplasia como
la hipertrofia mantienen las concentraciones de corticosterona normal en ambas edades, esto
es contrario a lo que sucede en ratas hembras adultas, donde disminuyen las células y los
niveles de corticosterona (Malendowicz y cols. 2000). Nosotros sugerimos que la
corticosterona se mantuvo normal debido a que la dieta en sacarosa proporciono una gran
cantidad de sustrato energeético que fue utilizado después del estrés, como lo sugiere Laugero y
cols. (2001), de esta manera sugerimos que inicia la retroalimentacion negativa de los
glucocorticoides, disminuyendo la actividad del eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal, la ACTH y
corticosterona en plasma (Minor y Saade 1997; Strack y cols. 1997; Levin y cols. 2000;

Michel y cols. 2005). La zona reticular de la glandula derecha muestra hiperplasia, mientras




que en la izquierda disminuye el espesor pero aumentan las células pequefias, ante estas
diferencias asimétricas en la zona glomerular y reticular de la glandula derecha e izquierda,
sugerimos que podrian estar asociadas a las diferencias en la inervacion de fibras aferentes y
eferentes incluyendo su irrigacion (Gerendai and Halasz 1997), finalmente, en la médula
adrenal de ambas glandulas aumenta el area, correlaciondndose con el aumento del peso de las
glandulas y se observa un aumento de células pequefias provocando hiperplasia, y disminuyen

las células grandes.

El estrés provoca la acumulacion de eritrocitos en la médula y en la zona reticular e
hiperplasia celular, la dieta alta en sacarosa causa infiltracion de coldgeno en la médula
adrenal, mientras que en ambos estimulos, la dieta alta en sacarosa evita la acumulacion de
eritrocitos inducido por el estrés, ademas induce hiperplasia que se correlaciona con el
aumento del peso de las glandulas adrenales. De manera especifica, la hiperplasia de la zona
fascicular sugiere que fue capaz de mantener los niveles de corticosterona normal, esto indica
que el eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal no se afectd. Es claro que el estrés y el alto consumo
de sacarosa, inducen modificaciones histologicas en la glandula adrenal. El estimulo del estrés
aplicado a las ratas no fue suficiente para inducir un aumento en los niveles de corticosterona
y tampoco la dieta afecta los niveles de corticosterona. Sin embargo, esto no quiere decir que
en edades posteriores se mantengan las mismas condiciones dado que, los nifios son
consumidores de bebidas azucaradas, ademas tienen una glandula adrenal inmadura lo que
podria afectar la respuesta al estrés en edades posteriores. Nuestro analisis es relevante para
entender la participacion de la corticosterona en procesos metabdlicos y prevenir durante la
infancia para disminuir la vulnerabilidad de los desordenes relacionados con el estrés en edad

adulta.
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9. CONCLUSIONES
Los resultados muestran que el estrés y el consumo elevado de sacarosa provocan alteraciones

histologicas en la glandula adrenal, mientras el tiempo de exposiciéon al estrés, no fue
suficiente para aumentar los niveles de corticosterona, aun con el consumo de sacarosa, esto
indica que el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal no se afectd, por lo que se sugiere que la
corticosterona no participa en el desarrollo del sindrome metabdlico. Sin embargo, ambos

estimulos provocan que la asimetria adrenal sea mas evidente.
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10. PERSPECTIVAS
En relacion a nuestros resultados, seria importante medir los diferentes parametros

metabolicos implicados en el desarrollo del sindrome metabdlico, como los niveles de leptina,

insulina, colesterol, triglicéridos, asi como la presion arterial.

Con respecto a los resultados obtenidos del estrés, seria importante realizar
inmunohistoquimicas para evaluar la presencia de estrés oxidativo, y confirmar si
efectivamente la acumulacion de eritrocitos esta relacionado con el estrés oxidativo, pudiendo
afectar aln mas la histologia de la glandula adrenal. También seria interesante determinar el
porcentaje de proliferacion y apoptosis celular por medio de inmunohistoquimicas, para
corroborar la hiperplasia celular del estrés y de la dieta més el estrés en ambas glandulas.

Aunado a esto, hace falta evaluar las hormonas que se sintetizan en la zona glomerular y
reticular, y las catecolaminas de la medula adrenal, ya que podrian estar aumentadas

correlacionandose con la hipertrofia medular y glandular.

Seria interesante seguir estudiando a la glandula adrenal en edades méas avanzadas, para ver
como se va modificando su estructura y funcion, y ver si de esta manera se alteran las

concentraciones de corticosterona.
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12. GLOSARIO

Sindrome metabdlico: condicion que incluye diversas alteraciones fisiologico-metabodlicas
(intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, presion arterial,
obesidad y dislipidemias) consideradas factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares
que generan un alto riesgo de mortalidad.

Lipogénesis: formacion de acidos grasos a partir de glucosa y triglicéridos que vienen de la
circulacién para formar &cidos grasos en el tejido adiposo a través de la hormona lipoproteina
lipasa (LPL).

Lipolisis: proceso metabolico mediante el cual los triglicéridos son hidrolizados para
convertirse en acidos grasos y posteriormente dirigirse al higado para formar nueva glucosa.

Gluconeogénesis: formacion de glucosa a partir de otros sustratos no glucosidicos como
aminoéacidos, lipidos, lactato, glicerol, entre otros.

Hiperglucemia: elevacion de la glucosa sanguinea por encima de los valores normales.
Esteatosis hepatica: patologia caracterizada por la acumulacion de triglicéridos en el higado.
Hipertrofia: crecimiento anormal y excesivo de un drgano debido a un aumento en el
tamafio de sus células.

Hiperplasia: aumento anormal de tamafio que sufre un 6rgano debido al incremento del
namero de células normales que lo forman.

CRH: hormona liberadora de corticotropina, hormona peptidica neurotransmisor involucrado
en la respuesta al estrés.

ACTH: hormona polipeptidica producida por la hipdfisis y que estimula a las glandulas
suprarrenales. Ejerce su accion sobre la corteza suprarrenal estimulando la esteroidogénesis,
estimula el crecimiento de la corteza suprarrenal y la secrecion de corticosteroides.

PEPCKk: enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de la familia de las liasas que participa en
la ruta metabolica de la gluconeogénesis.

Androgenos: hormona que provoca la aparicion de caracteres secundarios masculinos, como
la barba o el tono de la voz.

Catecolaminas: son neurotransmisores que se vierten al torrente sanguineo. Son un grupo de
sustancias que incluyen la adrenalina, la noradrenalina y la dopamina, las cuales son
sintetizadas a partir del aminoacido tirosina.

Presion arterial: es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de las arterias.




13. ANEXOS

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

2. Sacar el tejido del Bouin para deshidratar.
3. Realizar la deshidratacién de acuerdo a la lista siguiente, cuidando de que la solucion
cubra ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No. Solucion | Solucién y 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 20 min.
10 Xileno 20 min.
11 Xileno 20 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.



13.2 Tincion Hematoxilina-Eosina
Después de obtener los cortes en el microtomo se dejan secar minimo por 24 h,

posteriormente se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Pasos No. Soluciones Tiempo
Desparafinar 1 Xileno 5 min
2 Xileno 5 min

3 Etanol 100%-Xileno 5 min
Hidratacion 4 Etanol 100% 5 min
5 Etanol 100% 5 min

6 Etanol 96% 3 min

7 Etanol 80% 3 min

8 Etanol 60% 3 min

9 Agua destilada 3 min

Contraste 10 Hematoxilina de Harris 40 min
11 Agua corriente 40 seg

12 Etanol acido 40 seg

13 Agua destilada 40 seg

Azuleamiento 14 Etanol amoniacal 3 min
15 Agua destilada 40 seg

16 Eosina 3 min

17 Agua destilada 40 seg

Deshidratacion 18 Etanol 96% 40 seg
19 Etanol 96% 40 seg

20 Etanol 100% 30 seg

21 Etanol 100% 30 seg

22 Etanol 100%o-Xileno 30 seg

23 Xileno 30 seg

24 Xileno 30 seg

Montaje Cytoseal TM 60

64



En cada canastilla caben 32 portaobjetos.
En caso de meter mas de dos trenes el tren 3 y 4 darles mas tiempo en el paso 12 y 14.

Revisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol &cido y alcohol amoniacal un
porta en el microscopio para ver como se tifio.

En caso de que a la hora de montar con el cytoseal queden burbujas regresar el porta al
Xileno para volver a montar.

&



13.3 Tincién 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
Desparafinar 1 Xileno 10 min
2 Xileno-Etanol 5 min
3 Etanol 100% 10 min
4 Etanol 96% 3 min
5 Etanol 80% 3 min
6 Etanol 60% 3 min
7 Agua destilada 3 min
Mordente 8 Fijador Bouin 12 hrs
9 Agua corriente 20 min
10 Hematoxilina de Weigert 11 min
11 Agua corriente 40 seg
12 Agua destilada 40 seg
Azuleamiento 13 Amoniaco al 1% 4 min
14 Agua corriente 40 seg
15 Biebrich Scarlet-Fushina Acida 10 min
16 Agua corriente 40 seg
Contraste 17 Acido. Fosfomolibdico-Acido Fosfotungstico | 4 min
18 Azul de Anilina 5 min
19 Acido Acético Glacial al 1% 3 min
20 Agua corriente 40 seg
Deshidratacion 21 Etanol 80% 40 seg
22 Etanol 96% 30 seg
23 Etanol 100% 1 min
24 Etanol-Xileno 10 seg
25 Xileno 20 seg
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Resumen

Recentemente, hemos mostrado que & consumo de sacaross al 30%, al destete duranie
res meses, incrementa la adiposidad visceral y altera |a histologia de la gidndula adrenal, sin
modificar kas concentracones de corficosierona én suero. En modelos animales s& ha
mostrado, que &l esirés combinado con dieta hipercaldrica, inaementa &l peso de ka glandula
adrenal, alterando o no |a concentracon de corticosierona, sin embargo, estos resullades
son dependientes de la intensidad, frecuenaca y duracdn del esirés y |a dieta. Ahora eslamos
inMeresados en evaludr la funcén de la gléndula adrenal ante una situacdn de estrés. El
objetivo del trabajo fue delerminar el efecto del consumo de sacwrosa mds el esirés &
destels sobre las caraclerisscas hislologicas de |a glandula adrendl y |a concentradon de
corscosterona. Para elo, ulilizamos ratas macho Wistar de 21 dias de edad (n=32). Las ratas
fueron divididas en cualro grupoes (8/grupo) experimentales: ratas que consumen agus simple
(C), agua simple+estrés (E), agua azucarada 30% (A30) y agua azucarada+estrés (A30+E).
Los arsmales fueron somelidos a esirés adnico mediante inmowlizacon durante cualro
semanas. N saaifico se exirajo la glandula adrenal fue fijada en Bouin, deshidratada en
alcoholes ascendentes, adarado en xilol & induido en paraplasl. Los corles hislologicos
fueron lefedos con Tricrdmica de Masson. La concentracdn de corticostierona se midid por o
método de ELISA. Los resultados fusron analizades con ANOVA de dos vias y Newman
Keuls como post-hoc. Encontramos, que & esiréds incrementa o niveles de corticosierona
contraio a o sucedido en los animales A0, sin embargo, &l peso de |a gidndula adrenal
derecha se ve slterado con ambos estimulos, el estrés, s dieta y la interacaon entre esios
factores modifican kas vanables histolégicas de la glandula. Al parecer &l consumo de
S3caross revierte los dafos ocasionados por & estrés, Financamiento: CONACYT a YDA
(366801); CONACYT INFR-2014-01-1010/1868/2014;, CONACYT C-122/2014-1010/1632014;
CAYPILUATX-2014.
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