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RESUMEN

Nifios y adolescentes son vulnerables a los efectos del estrés cronico, debido a que tienen una
glandula adrenal inmadura y cambiante, aunado a su preferencia por alimentos ricos en azUcares,
pueden desarrollar enfermedades metabdlicas en edad adulta. Anteriormente se informé que una
dieta alta en sacarosa desde la infancia hasta edad adulta promueve cambios histologicos en la
glandula adrenal y modificaciones metabdlicas, sin afectar los niveles de corticosterona. Sin
embargo, se desconoce cudndo inician estas alteraciones. Por otra parte, estresores cronicos
causan alteraciones fisioldgicas, sin conocer el efecto de éstos sobre las glandulas adrenales de
sujetos infantes y jovenes. Aunado a esto, la leptina, regula la actividad del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal, pero los resultados son contradictorios. Por ello, este estudio se realizd para
evaluar de forma detallada la morfologia de la glandula adrenal, la relacion entre corticosterona y
leptina en ratas infantes, jovenes y adultas, expuestas a estrés y alimentados con una alta dieta en
sacarosa. Ratas machos Wistar de 21 dias de edad, asignadas al azar en los siguientes grupos:
control (C), estrés cronico por restriccion (St), dieta alta en sacarosa (S30), y estrés cronico por
restriccion mas dieta alta en sacarosa (St/S30), durante uno, dos y tres meses. Todos los grupos se
sacrificaron por decapitacion al concluir su tratamiento para colectar la sangre y extraer las
glandulas adrenales. Las glandulas fueron fijadas en Bouin-Duboscq, deshidratadas en alcoholes
ascendentes, aclaradas en xileno e incluidas en paraplast—Xtra. Los cortes histologicos fueron
teflidos con Hematoxilina-Eosina para analizar las diferentes variables de cada una de las zonas
de la corteza y médula adrenal. Se realiz6 la tincion de Tricromica de Masson para observar
colageno, la tincion de Wright para cuantificar células inmunes e Inmuhistoquimica de Ki-67
para proliferacion celular. Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias con su
respectiva prueba post-hoc para observar diferencias entre grupos. Para el porcentaje de celulas
se realizé una prueba de Chi-cuadrada seguida de una prueba de Fisher. En general al primer
mes, en los grupos St observamos atrofia en la corteza, aumento en el nimero de células inmunes
y en el area cubierta por los vasos sanguineos. Al segundo mes, en los grupos St observamos
atrofia acompafiada de una inflamacién generalizada en ambas glandulas. Por otro lado, los
grupos S30 ademas de la atrofia de la glandula, disminuyen las concentraciones de
corticosterona. Finalmente, al tercer mes, tanto los grupos St como los S30 provocan atrofia en

ambas glandulas, incrementa la proliferacion celular y disminuye el area de los vasos sanguineos,



pero, en los grupos S30 incrementa el nimero de células inmunes y se observa la presencia de
colageno en la glandula derecha. Concluyendo que la exposicion al estrés cronico es mas drastica
en infantes, y que la disminucién de los niveles de corticosterona puede ser el desencadénante de

las alteraciones metabdlicas en edad adulta.
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1 INTRODUCCION

Sindrome metabolico. El sindrome metabdlico (SM) es una condicién que incluye
diversas alteraciones fisioldgicas y metabdlicas (intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina, presion arterial y obesidad) que aumentan la probabilidad de desarrollar
hipertension, diabetes, dislipidemias (Kahn y cols. 2005) y obesidad abdominal, esta Gltima
considerada como marcador de la disfuncion del tejido adiposo en la regulacién de apetito-
saciedad relacionada con la secrecion de leptina (Furukawa y cols. 2004). Segun los criterios de
“The American Heart Association in conjunction with the National Heart, Lung, and Blood
Institute (AHA/NHLBI)” el SM en humanos se define como la presencia de tres o mas 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 SM. 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 la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), 2) presencia de adenomas en la glandula suprarrenal y 3) una
repuesta yatrogénica a la administracién de dosis elevadas de corticoides exdgenos durante un
tiempo prolongado en el tratamiento de enfermedades reumaticas crénicas (Pinheiro y cols.
2009), dando como resultado el Sindrome de Cushing’s (Vegiopoulos y Herzig 2007). El
Sindrome de Cushing’s se caracteriza por altos niveles de cortisol en la circulacion sanguinea y
desarrollo de obesidad visceral, hipertension, hiperglucemia, resistencia a insulina vy
dislipidemias. Un tratamiento utilizado en pacientes con Sindrome de Cushing’s, es el uso del
RU38486, es un esteroide sintético con propiedades antiprogesterona y antiglucocorticoides,
actla como un inhibidor competitivo del receptor a glucocorticoide, y lo que han observado es
una disminucion en la presion sanguinea, en la concentracion de glucosa y triglicéridos

sanguineos (Stimson y Walker 2007).
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Dieta. En humanos, el consumo de bebidas endulzadas con azlcar o jarabe de maiz de
alta fructosa promueven el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y sindrome metabdlico
(SM) (Bray 2013). Nifios y adolescentes son particularmente vulnerables a desarrollar obesidad
debido a su preferencia de consumir alimentos ricos en azlcares y grasas (Powell y Nguyen,
2013). Continuando en modelos animales, se ha mostrado que una dieta enriquecida de sacarosa
o0 de alta fructosa estimula la aparicion de los componentes asociados con SM, incluyendo el
aumento de la acumulacion de grasa visceral y una concentracion sérica elevada de insulina y
triglicéridos (Stanhope y Havel 2008). Ademas, una dieta rica en sacarosa durante la infancia
también promueve alteraciones metabdlicas dependiendo de la hora y la duracién de la
exposicion (Fuente-Martin y cols. 2012). Sin embargo, la informacion sobre este tema sigue
siendo escasa, y se necesitan mas estudios que se centren en el analisis de los efectos de una dieta

rica en azucar en funcion de diversos 6rganos metabolicos.

Glucocorticoides. Las glandulas suprarrenales secretan hormonas relevantes que
intervienen en el metabolismo, la regulacion de la presion arterial y homeostasis de la glucosa
(De Silva y Wijesiriwardene 2007). En nifios y adolescentes, el desarrollo de obesidad y SM se
ha relacionado con el aumento de los niveles de cortisol (Reinehr y cols. 2014). Sin embargo,
existe evidencia que sugiere que los niveles de cortisol son independientes al desarrollo de estas
patologias (Kjolhede y cols. 2014). La obesidad en la infancia también puede estar asociada con
adrenarquia, donde la glandula adrenal secreta niveles mas altos de andrégenos (Dunger y cols.
2005), aproximadamente a partir de los 6-8 afios de edad (Hui y cols. 2009). Del mismo modo,
las poblaciones jovenes tienen una glandula adrenal inmadura y cambiante (Meikle y cols. 2007,
Mouritsen y cols. 2014) que pueden afectar a la respuesta al estrés y también aumentar la

predisposicion a padecer enfermedades metabolicas en la edad adulta.

Estrés. La ansiedad y la depresidn son situaciones propensas a estrés excesivo o cronico
que pueden estar vinculados a la obesidad abdominal (Isasi y cols. 2015). En la actualidad se ha
relacionado el desarrollo de SM con la presencia de estrés cronico. En apoyo a esta hipotesis, en
hombres y mujeres con SM se ha observado un incremento en los niveles de cortisol relacionados
con la presencia de estrés (Epel y cols. 2000), y un aumento en la secrecion de cortisol urinario
en hombres con esta misma patologia (Brunner y cols. 2002), pero la asociacion entre la obesidad
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y el SM con la actividad del eje Hipotdlamo-Hipofisis-Adrenal en nifios y adolescentes aun se
desconoce. En este sentido, se ha demostrado que la secrecion de esteroides suprarrenales se ve
afectada en los nifios prepuberes con sobrepeso (Pintor et al. 1984). Algo similar sucede en edad
adulta, donde pacientes con obesidad pueden presentar niveles de cortisol altos, normales o
incluso bajos (Marniemi y cols. 2002). Con respecto a esto se sabe que la exposicién a eventos
estresantes, en la nifiez o adolescencia, puede afectar la pubertad, la composicion corporal, asi
como el desarrollo de obesidad, SM y DM2 (Pervanidou y Chrousos 2012;). En México se ha
mostrado un alto indice de estrés en edad adulta, debido a que de los 75 mil infartos que se
registran al afio, el 25% esta asociado a enfermedades derivadas del cansancio y la presién del
trabajo segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Dieta mas estrés. Una dieta rica en sacarosa promueve la alteracion histologica de las
glandulas suprarrenales en ratas macho adultas asociados con indicadores metabolicos (Martinez
Calejman vy cols. 2012). En modelos animales se ha observado que modificaciones en la dieta
durante la gestacion y/o lactancia aunada a la presencia de estrés, aumenta la susceptibilidad de
desarrollar obesidad en edad adulta, modificando la presencia del receptor de glucocorticoides en
hipocampo, hipotalamo, higado y rifidon, altera las concentraciones de corticosterona y leptina
(Tamashiro y cols. 2009), asi como el peso de la glandula adrenal (Khorram y cols. 2011).
Mientras, que si las modificaciones en la dieta y/o la presencia de estrés son posteriores a la
lactancia se puede observar un incremento en la concentracion de corticosterona, infiltracion de
lipidos en la zona fascicular (Martinez- Calejman y cols. 2012), asi como un incremento en el
peso de la glandula adrenal (Bruder-Nascimento y cols. 2013). Pero una dieta rica en sacarosa en
la vida temprana altera la morfologia de las zonas de la corteza suprarrenal, lo que lleva a los
cambios asociados con el SM en ratas adultas (Diaz-Aguila y cols. 2016). Ademas, se encontro
que el consumo de azucar reduce los niveles de corticosterona en suero y la actividad de la 11-
beta hidroxiesteroide deshidrogenasa hepatica, coincidiendo con una respuesta de estrés reducida
(Corona-Pérez y cols. 2015). La sintesis de esteroides en celulas suprarrenales también se ve
afectada por el consumo de sacarosa elevada (Astor y cols. 2009). El estrés cronico en ratas

adultas produce hipertrofia o hiperplasia de la zona fasciculada (ZF) y una infiltracion importante
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de leucocitos (Jennewein y cols. 2015), que se ha asociado con los niveles de corticosterona
elevadas inducidas por ACTH (Ulrich-Lai y cols. 2006).

Leptina. La leptina, ademas de regular la ingesta de alimento y el gasto energeético a
través de sus receptores en el hipotdlamo (Roubos y cols. 2012), también puede regular la
actividad del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal. En pacientes obesos no se ha observado una
correlacion entre los niveles de cortisol y los niveles de leptina (Goodson y cols. 2014). En
modelos animales, se ha observado que la leptina aumenta la produccién de CRH en el nucleo
paraventricular, incrementa la sintesis de glucocorticoides en la glandula adrenal, modifica la
presencia de receptores de glucocorticoides en hipocampo e hipotalamo, y favorece, la sintesis de
epinefrina y norepinefrina en la medula adrenal, catecolaminas involucradas en la respuesta al
estrés (Trevenzoli y cols. 2010). Sin embargo, existen datos contradictorios, donde se muestra
que leptina reduce la secrecién de cortisol basal y bloquea el aumento de cortisol inducido por la
secrecion de ACTH en células adrenocorticales de bovinos (Bornstein y cols. 1997), sugiriendo
que los efectos de la leptina circulante sobre los niveles plasmaticos de glucocorticoides puede
ser, en parte, mediada por una accion directa sobre la esteroidogénesis adrenal. Estos estudios
mencionan que la leptina puede actuar centralmente a nivel de hipotdlamo o periféricamente a
nivel de la glandula adrenal para provocar un importante control de retroalimentacion sobre la

liberacion de glucocorticoides.

1.2 Glandula adrenal

1.2.1 Desarrollo de la Glandula Adrenal
Las glandulas adrenales se desarrollan a partir de dos tejidos embrionarios separados: a) la

médula que es derivada de las células de la cresta neural, se origina en la proximidad de la aorta
dorsal, mientras que b) la corteza se desarrolla a partir del mesodermo intermedio. La aparicion
de la glandula adrenal en forma de primordio adrenogonadal (AGP, por sus siglas en inglés) se da
en el dia 9 embrionario en los roedores (E9) y se caracteriza por la expresion del factor
esteroidogenicol (SF1, por sus siglas en ingles) un receptor nuclear esencial para el desarrollo y
esteroidogénesis adrenal. EI AGP bilateral aparece como un engrosamiento del epitelio celomico

entre la cresta urogenital y el mesentérico dorsal, cada AGP contiene una poblacion mixta de
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células progenioras adrenogonadales y somaticas. Las células del AGP que expresan SF1
delimitan el epitelio e invaden el mesénquima subyacente del mesodermo intermedio (Xin y cols.
2015). Posteriormente, entre los dias E11.5-E13.5, la mayoria de las células del AGP migran a la
parte dorsolateral para formar el primordio gonadal y un subconjunto de células del AGP que
expresna niveles altos de SF1 migran a la parte dorsomedial para formar el primordio adrenal o la
zona adrenal fetal. Estas células persisten como islas discretas dispersas por toda la glandula
adrenal embrionaria hasta el nacimiento y en ultima instancia, se unen y se diferencian en las
células cromafines productaras de catecolaminas de la médula adrenal. Mentras tanto, la glandula
adrenal comienza a separarse de los alrededores del mesénquima y queda encapsulada con la
formacion de una capa fibrosa que recubre el desarrollo de las células corticales (Figura 1; Xin y
cols. 2015). Conforme la encapsulacién progresa, se inicia la formacion de la corteza adulta (o
zona definitiva) esté proceso en gran medida se completa en el dia E14.8. Histoldgicamente la
zona fetal desaparece durante la pubertad en los machos o en el momento de la primera gestacion
en las hembras (Figural; Xin y cols. 2015), durante estas Ultimas fases el gen DAX-1 juega un
papel esencial en el mantenimiento de células, equilibrando la renovacion de células progenitoras

y la diferenciacion de la corteza suprarrenal/esteroidogénesis (Xin y cols. 2015).
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Figura 1. Organogénesis de glandula adrenal. Modelo de la formacion de la glandula adrenal, iniciando con el
primordio adrenogonadal hasta la zonacion de la corteza definitiva. FZ, corteza fetal; DZ, zona definitiva; XZ, zona
X; zG, zona glomerular; zF, zona fascicular; M, médula. Los colores muestran el tipo de células: primordio
adrenogonadal, violeta; células adrenales fetales, purpura; células gonadales, violeta; células de la cresta neural,
amarillo; (Modificado de Xing y cols. 2015).
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1.2.2 Estructuray funcién de la corteza adrenal adulta
Las glandulas adrenales son de forma triangular o redonda situadas en el polo superior de

los rifiones con la grasa perirrenal, pesan alrededor de 40-60mg en roedores, su anatomia difiere
dependiendo de su ubicacién: la glandula izquierda se encuentra por detrds 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 (Mitani
2014).

Histologicamente, la glandula adrenal estd cubierta por una capa de tejido conectivo
denominada capsula. Esta se encuentra dividida por dos compartimientos principales, que
secretan diferentes hormonas: corteza y médula. En la corteza encontramos otras tres zonas
anatomicas y funcionalmente distintas. Debajo de la capsula se encuentra la ZG, esta zona
estrecha contiene células epiteliales cilindricas dispuestas en racimos redondos, tienen un
citoplasma basdéfilo y poco contenido de lipidos, constituye aproximadamente el 15% de la
corteza, y produce el mineralocorticoide aldosterona responsable del control de volumen de
sangre y la homeostasis electrolitica, ademas de ser el sitio principal de divisién celular (Figura
4). Debajo de la ZG se encuentra la ZF, contiene células epiteliales poligonales con ricas gotas de
lipidos dispuestos en columnas radiales separados por capilares fenestrados, presenta fibras de
colageno paralelas a los capilares con conexion que simulan la apariencia de una escalera. La ZF
constituye el 80% de la corteza, secreta predominantemente glucocorticoides (cortisol en
humanos y corticosterona en roedores), que tienen efectos influyentes sobre el metabolismo, el
sistema cardiovascular, y el sistema inmune. La ACTH es el més potente estimulo tanto de la
secrecion de corticosterona como de aldosterona y no solo actua en la transcripcion, estimulacion
y liberacidn de esteroides adrenales, sino también aumenta la expresion de genes involucrado en
la esteroidogénesis (Rainey 1999). La zona cortical méas interna es la ZR, rodeada por una
estructura similar a una red, ésta se compone de capilares trenzados que alojan a los vasos
sanguineos y una red de fibras en forma de nido de abeja, en donde cada espacio corresponde a
una célula poliédrica con lisosomas prominentes. La ZR, constituye sélo entre el 5-7% de la
corteza, es el segundo lugar de sintesis de andrégenos (dehidroepiandrosterona y

androstenediona), también es el sitio donde inicia el proceso de muerte celular (Yates y cols.

18



2013; Figura 2). Sin embargo, recientemente, se ha observado una cuarta zona entre la ZG y la
ZF, conocida como zona de células indeferenciadas (ZU) (Figura 2), debido a que no tiene una
funcién endocrina especifica porque carece de enzimas esteroidogénicas. El contenido de lipidos
de la ZU es menor que los observados en las otras zonas, sus células expresan SF-1, y su
arquitectuta capilar también difiere, estas caracteristicas histoldgicas son similares a la zona
intermedia (Carter y Lever 1954) o zona de trancision (Greep y Deane 1947). También se ha
observado una tasa alta de proliferacion y migracion celular en la ZU, donde las células de la
parte externa migrar de forma centripeta con los dias, mientras que las células de la parte interna
migran de forma centrifuga (Mitani y cols. 2003), estos mecanismos estan regulados por el
sistema renina angiotensina (RAS, por sus siglas en inglés) y por la ACTH. La médula conforma
la masa interna de la glandula estd formada por células grandes, poligonales, epiteliales
contenidad dentro de una vaina de coladgeno y rodeadas de sinusoides venosos, estas células
producen catecolamina, principalmente adrenalina pero en algunos casos y dependiendo de la
especie noradrenalia, en respuesta a estimulos recibidos de fibras simpaticas preganglionares del
nervio esplacnico mayor (Yates y cols. 2013; Figura 3C). Una densa acumulacién de fibrillas de
coldgeno marca la union cortico-medular, con una organizacion fibrilar muy diferente dentro de

estas dos zonas, evidentes en cada lado de estas uniones (Bassett y West 1997).
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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. Células proliferativas, verde; células de la coreza adrenal, blanco,

muerte celular, equis roja (Modificado de Mitani y cols. 2014).
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La glandula adrenal es un tejido endocrino altamente vascularizado, debido a su alto
consumo energético en la esteroidogénesis, recibe suministro de sangre por parte de la aorta
ventral, por la arteria renal, o bien por una rama caudal de la aorta (para la glandula adrenal
izquierda) o por la arteria frénica (para la glandula adrenal derecha) (Vinson y cols. 1985; Figura
3A). De las arterias, la sangre se dispersa en una red de arteriolas en la cdpsula. Dos tipos de
arterias emerger desde el plexo arteriolar capsular y penetran en la corteza y la médula. La arteria
medular que irriga a la médula, pasa a través de la corteza sin ramificacion. Una vez que alcanza
la médula, se divide en arteriolas y capilares. La arteria corticis que surge directamente de la
capsula y forma una red anastomotica alrededor de las células de la zona glomerular (ZG), luego
continda en forma de capilares centripetas entre las columnas de células en la zona fascicular
(ZF).

En la ZR, los capilares se abren en un gran plexo sinusoidal que rodea a las células
endocrinas. La densa vascularizacion de la corteza asegura que cada adrenocito este en contacto
con al menos una de las células endoteliales debido a que necesitan una gran cantidad de oxigeno
para llevar a cabo los procesos de fosforilacion e hidroxilacion asi como la obtencién de
nutrientes. Por otra parte, la proximidad entre las células endocrinas y el lecho vascular facilita
una liberacion rapida de esteroides en el torrente sanguineo (Thomas y cols. 2003). Esta anatomia
unica de suministro de sangre en la corteza adrenal proporciona un gradiente espacial interesante
de los esteroides adrenales en diferentes zonas y puede ser un mecanismo de regulacién que
contribuye para los caracteres distintos de células en cada zona (Xing y cols. 2015; Figura 3B).
La glandula adrenal también esta ricamente inervada, con la mayoria de los plexos nerviosos
localizados en la region capsular. Sus fibras se originan principalmente del nervio esplacnico
mayor y de los plexos abdominales asociados al sistema nerviosos simpatico autbnomo, junto con
algunas contribuciones parasimpaticas de los nervios frénicos y vagales. Los haces nerviosos
penetran en la corteza, sobre todo en asociacién con los vasos sanguineos. Similar a la
vasculatura, la mayoria de estos nervios postganglionares terminan en la médula. Aunque
controvertido, se ha planteado la hipdtesis de que la inervacion de los vasos sanguineos regula el

flujo de sangre en el lecho capilar cortical. Por otra parte los estudios in vitro han informado de la
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regulacion del flujo sanguineo cortical por neuropéptidos liberados en respuesta a la estimulacion

del nervio esplacnico (Xing y cols. 2015; Figura 3C).
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Figura 3. Suministro de sangre e inervacion adrenal. A) Drenaje venoso y arterial de la glandula adrenal;
recuadros rojos, principales arterias que irrigan a la glandula. B) Representacion esquematica de la vasculatura
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adrenal.
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La matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) de la glandula adrenal, se compone
de glicoproteinas, las cuales desempefian un papel importante en la glandula adrenal fetal y
adulta. La glandula adrenal de ratas adultas, presenta colageno tipo | que es la principal
glicoproteina presente en la cépsula externa, asi como niveles moderados de colageno 1V,
fibronectina y laminina. El coladgeno 1V, fibronectina y laminina rodean cada célula de la ZG. La
expresion de cada una de estas glicoproteinas disminuye progresivamente al interior de las
regiones de la corteza. En la ZR, se observa so6lo colageno V. Ademas de variar los patrones de
expresion, los componentes de ECM también tienen efectos distintos sobre la funcion de la
glandula adrenal in vitro (Xing y cols. 2015). Especificamente la fibronectina, el coladgeno | y el
colageno IV aumentan la expresion de 3p-Hidoxiesteroide Deshidrogenasa (38-HSD, por sus
siglas en inglés) y la produccion de aldosterona en la ZG, asi como la secrecion de corticosterona
en la ZF en presencia de ACTH. Por el contrario, la laminina disminuye la sintesis de proteinas,
la expresion de 3B-HSD vy la liberacién de glucocorticoides (Otis y cols. 2007). Los cambios
morfolégicos también se han observado en células que crecen con diferente ECM, lo que indica
cambios potenciales en la funcion. Del mismo modo la induccion de la 11B-Hidroxilasa y la
expresion de la enzima 21-hidroxilasa se observa en células adrenales de bovinos cultivadas con
ECMs (Cheng y Hornsby 1992). Por otro lado, otros estudios han demostrado que el ECM puede
orquestar una serie de funciones celulares tales como la proliferacion, la diferenciacion, la

migracion, la supervivencia y la esteroidogénesis (Wang y De Milner 2006).

En la glandula adrenal se observan células inmunes como macréfagos, mastocitos y
linfocitos (Gonzalez-Hernandez y cols. 1994). La funcién de los macréfagos fagocitar, es decir
sirven como eliminadores de cuerpos apoptéticos, ademas de su funcién inmunoldgica dentro de
la glandula (Wolkersdorfer y Bornstein 1998). Las células inmunes liberan citocinas pro-
inflamatorias como: La interleucina-1 (IL-1, por sus siglas en inglés) que aumenta la secrecion de
glucorticoides (Franchimont y cols. 2000) e inhibe la angiotensina Il (Bornstein y cols. 2004); la
interleucina-6 (IL-6, por sus siglas en inglés) que aumenta la aldosterona en al ZG (Willenberg y
cols. 2008) y aumenta el reticulo endoplasmico liso, el nimero y tamafio de mitocondrias,
estimula la liberacion de cortisol y la angiogénesis en la ZF (Franchimont y cols. 2000),

disminuye la P450scc, el SF-1, y las enzimas 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, la 17a-
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hidroxilasa/liasa y la 17a-hidrolasa/17,20 liasa/17,20 desmolasa), aumentando el receptor DAX-1
en la ZR (Mcllmoil y cols. 2015). El Factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa, por sus siglas en
inglés): inhibe la ACTH, incrementa el espesor de la ZG, ZF y ZR, y la expresion de la proteina
StAR, la 11pB-Hidroxiesteroides deshidrogenasa tipo 1 y 2 (Villar y cols. 2013). También se
encuentran citocinas anti-inflamatorias como: La interleucina-4 (IL-4, por sus siglas en inglés):
aumenta los niveles mRNA del receptor VEGFR1 inhibiendo la angiogénesis (Xia y cols. 2016).
La interleucina-10 (IL-10, por sus siglas en inglés): inhibe la produccion de la proteina StAR; la
actividad de las enzimas P450scc y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa a través de ACTH
(Koldzic-Zivanovic y cols. 2006). Ademas de sus efectos sobre la angiogénesis, la ACTH
también provoca un aumento marcado de varias especies en el flujo sanguineo (Bassett y West
1997). Este cambio en la velocidad de flujo se ha atribuido a la accion de ACTH en los
mastocitos, que se encuentran dentro de la capsula adrenal cerca de las arteriolas aferentes
(Bassett y West 1997). Los mastocitos estimulan la liberacion de serotonina e histamina,
compuestos vasoactivos potentes (Hinson y cols. 1989).

1.3 Glucocorticoides
Sintesis. La secrecion de glucocorticoides sigue un ritmo circadiano regulado por el

nacleo supraquiasmatico del hipotalamo (Pervanidou y Chrousos 2012) que aumenta ante
situaciones de ayuno prolongado y condiciones de estrés. Estas hormonas son esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica y juegan un papel importante en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos (Nader y cols. 2012). Las células esteroidogénicas pueden emplear dos
fuentes potenciales de colesterol para la esteroidogénesis: A través de la sintesis de colesterol de
novo desde de la via del acetato en el reticulo endoplasmico y a partir del colesterol ligado a
lipoproteinas circulantes. Hay dos principales mecanismos para esto: la absorcién de la
circulacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) (principal fuente
de colesterol esteroidogenica en roedores) a traves de receptores scavenger B1 (SR-B1, por sus
siglas en inglés; Figura 4A; Miller y Bose 2011).

La ACTH induce la esteroidogénesis por la unién al receptor acoplado a proteina G

(Kraemer y cols. 2013), a través de la activacion de la adenilato-ciclasa que genera AMP ciclico
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activando la proteina quinasa (PKA, por sus siglas en inglés) dependiente de AMP (Shen y cols.
2016) promoviendo la movilizacion de colesterol a traves de endocitosis mediada por receptor
(Miller y Bose 2011) hacia la mitocondria y su translocacion de la membrana mitocondrial
externa hacia la interna, donde ocurre la sintesis de pregnenolona por accién de la enzima
citocromo P450scc (CYP11A1, por sus siglas en ingles) (Miller y Bose 2011). La pregnenolona
formada (P5) se metaboliza por 33-HSD mitocondrial o del reticulo endoplasmico, que conduce a
la formacion a la progesterona (P4). P5 metabolizado por CYP17 forma dehidroepiandrosterona y
P4 metabolizado por las formas CYP17 androstenediona que también estd formado por
dehidroepiandrosterona a través de la accion de 3B-HSD. En la glandula adrenal, P4 y 17-
hidroxiprogesterona son metabolizados por CYP21 para formar 11-desoxicorticosterona y 11-
desoxicortisol, respectivamente, que se metaboliza adicionalmente por CYP11B1 en las
mitocondrias para formar corticosterona y el cortisol, respectivamente (Papadopoulos y Miller
2012; Figura 4B).

La lipasa sensible a hormonas (HSL, por sus siglas en inglés) es la principal hidrolasa de
esteres de colesterol en los tejidos androgénicos (Kraemer y cols. 2002). En roedores deficientes
de HSL dismuyen las concentraciones de corticosterona (Kraemer y cols. 2013). Para llevar a
cabo la hidrolisis de esteres de colesterol, la HSL interactGa con vimentina, asi como con la
proteina StAR para la transferencia de colesterol a la mitocondria para la sintesis de hormonas
esteroides (Shen y cols. 2010). La deficiencia de vimentina en ratones favorece la acumulacién
de esteres de colesterol en la glandula adrenal sin afecar la esteroidogéenesis (Shen y cols. 2012).
Estos estudios sugieren que existen otras enzimas o proteinas involucradas no solo en el
almacenamiento de eseres de colesterol, sino también podrian estar proporcionando una

plataforma para la regulacién o tranferencia de enzimas esteroidogénicas (Figura 4A).

Mecanismo de accion. Los glucocorticoides ejercen su accion uniéndose a receptores
intracelulares especificos, los receptores de corticosteroides, de los cuales existen dos tipos:
receptor de Mineralocorticoides o tipo | (MRs, por sus siglas en inglés), y receptor de
Glucocorticoides o tipo Il (GRs, por sus siglas en inglés). Ambos pertenecen a la superfamilia de

receptores nucleares que estan presentes en el citoplasma y actGan como factor de transcripcion
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para regular la expresion génica. Después de la unidn de cortisol o corticosterona, se produce un
cambio conformacional que conduce a la disociacion del receptor a partir de un gran complejo de
proteinas de las cuales la proteinas de choque térmico 90 (HSP 90, por sus siglas en inglés) es la
mas importante. Este se trasloca del receptor unido a ligando activado al nicleo donde puede
actuar de varias maneras. ElI GRs puede iniciar la transcripcion a través de la union a elementos
de respuesta a glucocorticoides del gen diana o puede afectar la transcripcion de genes a través de
la interaccion proteina-proteina, asi como reprimir la expresion de genes en el 6rgano diana (van
Rossum and Lamberts 2004).

Se ha demostrado que el GRs se encuentra ampliamente expresado en todo el sistema
nervioso central, principalmente en las neuronas hipotalamicas y células corticotropas de la
hipdfisis (Berardelli y cols. 2013), donde median la retroalimentacion del eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Adrenal regulando la respuesta al estrés (Berardelli y cols. 2013), aunque también
podemos encontrar receptores en el higado, pulmén, tejido adiposo, musculo, corteza adrenal,
células B pancreaticas, glandula pituitaria anterior, tejidos determinantes para la homeostasis de
lipidos, insulina y glucosa hepéatica (Berardelli y cols. 2013). Los MRs estan situados
principalmente en estructuras del sistema limbico, corazén y rifion (Vegiopoulos y Herzig 2007).
Sin embargo, en humanos se han descrito algunas mutaciones raras en el gen de GRs (Figura 5A)
que conducen a signos y sintomas clinicos de sensibilidad o resistencia a cortisol, favoreciendo la
presencia de alteraciones metabdlicas (van Rossum and Lamberts 2004; Figura 5B). Debido a
estos defectos en el receptor, el cortisol no puede llevar a cabo sus acciones, como consecuencia
la retroalimentacion negativa central disminuye e incrementa la produccion de glucocorticoides
adrenales, los cuales se unen con mayor afinidad al MRs provocando cuadros clinicos de

hipertension arterial, alcalosis hipocalémica y fatiga (van Rossum and Lamberts 2004).
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Metabolismo. Un 80-85% de los glucocorticoides plasmaticos estan unidos con gran
afinidad a la proteina globulina de union al cortisol (CBG, por sus siglas en inglés), y un 10-15%
unido a la proteina albumina. Al aumentar las concentraciones de glucocorticoides, la proteina
CBG queda saturada (por encima de 60 nmol/L), por lo que una mayor proporcion se une a la
proteina albumina. Dado que el ritmo de disociacion de la albdmina es mas rapido que el de la
CBG, los glucocorticoides unidos a la albumina se hallan mas facilmente a disposicion de los
tejidos. Los glucocorticoides libres son los unicos fisiologicamente activo, por lo que, en casos en
donde se encuentran elevados los niveles de éstos, el higado, que tiene un tiempo de trénsito
sinusoidal relativamente prolongado, puede captar una cierta cantidad de glucocorticoides fijados

28



a su globulina de union, ademas de la captacion de glucocorticoides librea y de glucocorticoides
unidos a albumina, por lo que aumentaria la gluconeogénesis (Vegiopoulos y Herzig 2007).

El principal sitio de degradacion de los glucocorticoides es el higado, donde a traves de
varios procesos como reduccién, oxidacion e hidroxilacion de la molécula y su ulterior
conjugacion con &cido glucordnico sulfato, se logra la produccion de metabolitos hidrosolubles
que son eliminados por la orina; en este proceso intervienen enzimas del reticulo endoplasmico y
del citosol. En el rifidn, los glucocorticoides son degradados a cortisona (humano) o a 11-
dehidrocorticosterona (roedores) por la enzima 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo2 (11p-
HSD2, por sus siglas en inglés), que muestra gran afinidad por éstos, con lo cual protege al
receptor tipo 1 (mineralocorticoides) del estimulo del glucocorticoide. En general, cantidades
aproximadamente iguales de los metabolitos conjugados del cortisol/corticosterona y de la
cortisona/11-dehidrocorticoserona se excretan por la orina (Brousset Hernandez-Jauregui y cols.
2005); mientras que en el intestino, estos metabolitos pueden ser reabsorbidos por la circulacién
enterohepética, desconjugados por las bacterias y eliminados por las heces. S6lo una pequefia
porcion de esteroides sanguineos libres es secretada a través de la mucosa del intestino grueso, lo
que permite encontrar una pequefia porcion del esteroide original, sin conjugar, en la orina o

heces (Brousset Hernandez-Jauregui y cols. 2005).

Efectos metabdlicos. Los glucocorticoides ejercen diversos efectos sobre todos los
tejidos del organismo. Son necesarios, en concentraciones adecuadas, para conservar la
homeostasis y para contar con una respuesta pertinente ante el estrés. La exposicion cronica a
concentraciones inadecuadas (altas o bajas) de glucocorticoides produce cambios considerables,
la mayoria reversibles, en una amplia gama de tejidos y drganos. Los efectos sobre el
metabolismo intermedio son muy variados y complejos. La funcion esencial de los
glucocorticoides se hizo evidente cuando se demostré que animales adrenalectomizados no eran
capaces de mantener sus reservas hepatica de glucogeno ni la euglucemia si se les sometia a
ayuno. Estos cambios se revertian al administrar glucocorticoides. El cortisol incrementa y la
insulina disminuye la produccién hepatica de glucosa. Los glucocorticoides actuan, al menos en
parte, al aumentar la disponibilidad de sustrato con el estimulo de la protedlisis, liberando

entonces aminoacidos gluconeogénicos del mdsculo; también activa de manera directa enzimas
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clave en la gluconeogénesis hepética, como la glucosa-6-fosfatasa y la Fosfoenol-Piruvato-
Carboxilasa (PEPCK, por sus siglas en inglés), ademas de aumentar la sintesis de triglicéridos y la
oxidacion de acidos grasos (Arnaldi y cols. 2010). En tejido adiposo los glucocorticoides regulan
la lipogénesis y lipolisis, estimulando la lipoprotein lipasa y la lipasa sensible a hormonas,
favoreciendo la acumulacion de grasa en higado y la ingesta de alimentos, incrementando los

niveles de leptina (Vegiopoulos y Herzig 2007).

Los glucocorticoides incrementan el nimero de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
mediante tres mecanismos basicos: mayor liberacion por la médula 6sea, mayor vida media y
disminucion de su movilidad fuera del compartimiento intravascular. Asimismo, reducen el
namero de linfocitos, monocitos y eosindfilos circulante., también inducen una menor migracion
de PMN, monocitos y linfocitos hacia sitios de lesion tisular, lo cual explica el potente efecto
antiinflamatorio y la susceptibilidad incrementada a infecciones relacionas con la administracién
cronica de glucocorticoides. En el sistema inmunitario, los glucocorticoides inhiben la
produccién de IL-1 y obstaculizan la sintesis de fosfolipasa A2, una enzima clave en la sintesis de

prostaglandinas (Dorantes Cuellar y cols. 2012).

1.3 1 Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal y estrés

La respuesta al estrés, se compone de dos vias que interactian para disminuir el estrés. La
primera es la activacion del Sistema Medular Adrenal Simpatico, con la liberacion de
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), que es tipico durante los periodos de estrés agudo. El
segundo componente clave es el eje Hipotdlamo-Hipofisis-Adrenal (Yau y Potenza 2013). El eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal es un sistema neuroendocrino con retroalimentacion inhibitoria.
El estrés estimula la liberacién de la neurohormona CRH, desde el nucleo paraventricular
hipotalamico (PVN, por sus siglas en inglés), que a su vez estimula la sintesis de ACTH en la
adenohipofisis desencadenando posteriormente la produccion de glucocorticoides (cortisol en

humanos o corticosterona en roedores) en la corteza adrenal (Yau y Potenza 2013).

La presencia de un estrés agudo con el tiempo altera el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal,
en consecuencia afecta la homeostasis de energia y la conducta alimentaria, debido a que durante

un estrés agudo la liberacion de glucocorticoides promueve la movilizacién de energia, la
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gluconeogénesis, los niveles de triglicéridos, y la redireccién del flujo de sangre para alimentar
los masculos, el corazon y el cerebro. Esto sirve para promover una reacciéon de lucha o huida
inmediata; donde actividades que requieren gasto de energia suelen ser inhibidas. Por lo tanto,
parte de la respuesta al estrés agudo incluye la supresion de la ingesta de alimentos (Yau y
Potenza 2013). Sin embargo, la presencia de estrés cronico activa al PVN para una mayor
liberacion de CRH, a su vez, incrementa la liberacién de ACTH y de glucocorticoides alterando
el metabolismo de la glucosa, promoviendo la resistencia a la insulina, la deposiciéon de grasa
abdominal, favoreciendo la presencia de alteraciones metabdlicas a largo plazo (Laugero 2004;
Yau y Potenza 2013). La noradrenalina y la CRH pueden suprimir el apetito durante el estrés,
mientras que el cortisol puede estimular el apetito durante la recuperacién del estrés (Yau y
Potenza 2013). Cuando se restaura la homeostasis inicia la retroalimentacion negativa de
glucocorticoides disminuyendo la actividad del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal, esto sirve para
proteger al organismo de la exposicién prolongada de glucocorticoides. Al mismo tiempo la
liberacion de catecolaminas y glucocorticoides inhiben la secrecion de las citocinas
proinflamatorias, tales como IL-1f, IL-6, TNF-a, y INF-y, mientras promuevan la secrecion de
las citoquinas anti-inflamatorias, tales como IL-4, IL-10 e IL-13 (Tian y cols. 2014), citoquinas

que pueden regular a la baja o a la alta la proliferacion y la esteroidogenesis adrenal.

Por otro lado, la restriccion de alimento actla como un agente estresante, mientras que el
exceso puede suprimir la respuesta al estrés (Laugero y cols. 2002), sin embargo, estos procesos
dependeran en gran medida de la composicion de la dieta y de la actividad del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal (Laugero y cols. 2001). En modelos animales se ha observado que dietas ricas
en glucosa y sacarosa, proporcionan gran cantidad de sustrato energético que es utilizable
inmediatamente en condiciones de estrés (Laugero y cols. 2002), ya que disminuye la respuesta
del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal disminuyendo ACTH Yy corticosterona en plasma (Levin y
cols. 2000). En vista de los efectos que tiene el estado nutricional sobre la actividad del eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal, se ha propuesto la participacion una hormona importante en la
regulacién de la homeostasis energética, sobre el control de la actividad del eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Adrenal, la leptina, la cual estaria participando en los tres componentes principales del

eje, el Hipotalamo, la Hipdfisis y la Glandula adrenal (Roubos y cols. 2012).
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1.4 Leptina
La leptina es una adipocina (derivado del griego leptos, que significa, delgado), es una

proteina de 147 amino&cidos y 16 kDa, codificada por el gen (ob), localizado en el cromosoma
7931.3, tiene méas que 15.000 pares de bases, y consta de tres exones y dos intrones (Rappaport
2001).

Sintesis. La leptina puede ser transportada a través de la barrera hematoencefalica para
entrar en el cerebro, donde se une al receptor largo ob/Rb en hipotadlamo para provocar una sefial
de retroalimentacion negativo para el control de la homeostasis (EImquist y cols. 1998). Por lo
tanto, los altos niveles de leptina indican la presencia de suficiente energia, disminuyendo el
apetito y aumentando el gasto energético (Ahima y cols. 1996), mientras que una disminucién en
los niveles de leptina con el inicio de la inanicidn produce una sefial para el inicio de la ingesta
alimentaria (Thompson 1996). La secrecidn de leptina es pulsatil, con ~32 pulsos cada 24 h y una
duracién 33 minutos por pulso (Malendowicz y cols. 2007). La vida media de la leptina
circulante es de 25-70 minutos en los seres humanos (Malendowicz y cols. 2007), de unos 100
minutos en monos (Malendowicz y cols. 2007), de 6-7 minutos en ratas (Malendowicz y cols.
2007), y aproximadamente 50 minutos en ratones (Malendowicz y cols. 2007). Estudios previos
muestran que la leptina tiene varias funciones que van desde el control del balance energético,
hasta la regulacion de procesos fisiolégicos como la reproduccién, la cognicion, el estado de

animo y las respuestas al estrés (Haque y cols. 2013).

Los niveles circulantes de leptina son generalmente bajos en individuos delgados y
aumenta con el incremento en la adiposidad (Ostlund y cols. 1996; Figura 6). También se ha
demostrado que los niveles de leptina en suero se asocian directamente con el indice de Masa
Corporal (IMC) (Monti y cols. 2006), y que las personas mas obesas tienen altas concentraciones
de leptina en su suero y plasma, pero presentan, insensibilidad a la leptina enddgena o resistencia
a la leptina (Lissner y cols. 1999; Figura 6), que puede ser causado por una disminucién en el
transporte de leptina en el sistema nervioso central o regulacion a la baja de los receptores de
leptina (Bjgrbaek y cols. 1999; Figura 6). Por el contrario, los niveles séricos de leptina se
reducen con el bajo peso y el porcentaje de grasa corporal en los pacientes con anorexia nerviosa

en comparacion con los pacientes normales (Riccioni y cols. 2003; Figura 6).
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Figura 6. Esquema que ilustra la regulacion de los niveles de leptina.

Las diferencias de sexo también modifican las concentraciones de leptina en suero (Paul y
cols. 2011), los valores son de tres a cuatro veces mas altos en mujeres que en los hombres, la
edad también se relaciona con los niveles de leptina, se puede observar una disminucién de la
leptina en suero en los nifios mas que en nifias (Ambrosius y cols. 1998), mientras que los
hombres de edad avanzada se vuelven progresivamente hiperleptinemicos independientemente de
los cambios en la grasa corporal, posiblemente debido a una disminucion en los niveles de
testosterona (Baumgartner y cols. 1999). En mujeres, los niveles de leptina aumentan (Ryan y
cols. 2003) o no se alteran con la edad, especialmente después de ajustar su IMC (Al-Harithy
2004). Los niveles de leptina en suero se correlacionan positivamente con la resistencia a la
insulina, independientemente del peso corporal o la adiposidad, tanto en pacientes
normoglucémicos, como en pacientes diabéticos (Haffner y cols. 1997). En modelos animales se
ha observado que dietas altas en grasa o sacarosa, incrementan los niveles de leptina,
acompariados de un incremento en tejido adiposo visceral y obesidad (Bruder-Nascimento y cols.
2013; Diaz-Aguila y cols. 2016).

Mecanismo de accion. Con respecto al receptor de leptina este pertenece a los de la
familia de citoquinas clase 1 y también es codificado por el gen ob. Se conocen seis isoformas del
mismo. De ellos se destaca el Ilamado ob/Ra (forma corta) esta ubicado en el plexo coroideo y
transfiere a la leptina al Liquido Cefalorraquideo y al Sistema Nervioso Central, aungue este
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predomina en los tejidos periféricos, y otro el ob/Rb (forma larga) que se expresa ampliamente en
el hipotalamo donde se encarga especificamente de la transmision de la sefial, estando su funcién
asociada a la conducta alimentaria y al balance energetico (Rappaport 2001; Malendowicz y cols.
2007). También se ha encontrado una isoforma soluble extracelular (ob/Re) la cual pierde su
dominio intracelular. Estos receptores presentan tres dominios: 1) El ligando extracelular con 840
aminoacidos. 2) El segundo dominio transmembrana con 34 aminoacidos. 3) Un tercer dominio
variable con una forma corta (Ra) de 34 aminoacidos y otra larga (Rb) de 304 aminoacidos
relacionados con la janoproteinkinasa y de la transmision de sefiales con el concurso de los
sistemas STAT (Malendowicz y cols. 2007). Se admite la existencia confirmada de receptores de
leptina ademéas de sus localizaciones dominantes en plexo coroideo e Hipotalamo (nucleos
supraquiasmatico, arcuato, paraventricular, mamilar, dorsomedial, supradptico y nucleo
posterior), asi como también en tejidos extracerebrales como higado, pulmén, corazon, testiculo,
ovarios, rifion, bazo, tejido adiposo (Rappaport 2001). Después de su secrecion de los adipocitos,
la leptina circula por el obligado a ob/Re en sangre, actuando como un marcador de la energia
total del cuerpo almacenada en la grasa y en segundo lugar como marcador de los cambios
agudos en la ingesta de energia. Una vez que llega a la barrea hematoencefalica con ayuda de la
isoforma ob/Ra atraviesa al hipotdlamo donde media la mayoria de sus acciones. Mas
especificamente, actua sobre los nucleos supradptico, paraventricular, periventricular, arqueado,
y el hipotalamo lateral. Alli, interactia con un circuito complejo, para la activacion de las
neuronas que sintetizan péptidos anorexigenicos, al mismo tiempo suprime la actividad de las
neuronas orexigénicos, que expresan péptidos relacionados con agouti (AgRP, por sus siglas en
inglés) y neuropéptido Y (NPY, por sus siglas en inglés) (Triantafyllou y cols. 2016).

En humanos, la leptina es importante para el inico de la pubertad y la etapa reproductiva a través
la estimulacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la hormona foliculo
estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en
inglés) (Michalakis y cols. 2013). Ratones deficientes de lepinta (ob/ob) o del receptor de leptina
(db/db), presentan bajas concentraciones de gonadotropina e incompleto desarrollo de los
organos reproductivos (Donato y cols. 2011); pero, la administracion de leptina, estimula el

crecimiento celular endotelial y favorece la respuesta angiogénica a través del factor de
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crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2, por sus siglas en inglés) y del VEGF (Cao y cols. 2001).
Por otro lado, la leptina inhibe la secrecién de insulina estimulada por glucosa en islotes
pancreaticos (Ahrén y Havel 1999), reduce el mRNA de la preproinsulina en células beta del
pancreas (Seufert y cols. 1999), mientras que las concentraciones basales de leptina e insulina son
paralelas entre si (Pelleymounter y cols. 1995). Estudios previos, han demostrado que la leptina
regula la respuesta inmune, la respuesta innata y adaptativa, tanto en condiciones normales y
patoldgicas. Una disminucion de leptina favorece la susceptibilidad a infecciones. Por el
contrario, enfermedades autoinmunes se asocian con aumento de la secrecion de la leptina y la

produccion de citoquinas proinflamatorias (Fernandez-Riejos y cols. 2010).

La leptina tienes acciones sobre el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Tiroides, regulando a la
hormona pro-liberadora de tirotropina (TRH, por sus siglas en inglés) y la expresion de genes que
induce la conversion de proTRH a la TRH, del mismo modo, la leptina participa en la regulacién
del eje Hipotadlamo-Hipofisis- adrenal, sin embargo esta relacion aun no es del todo clara y parece
diferir entre las especies (Triantafyllou y cols. 2016). La leptina, ademas de regular la ingesta de
alimento y el gasto energético a través de sus receptores en el hipotalamo (Roubos y cols. 2012),
también puede regular la actividad del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal. En pacientes obesos no
se ha observado una correlacion entre los niveles de cortisol y los niveles de leptina (Goodson y
cols. 2014); pero, en modelos animales, se ha evidenciado que la leptina aumenta la produccién
de CRH en el nucleo paraventricular, incrementa la sintesis de glucocorticoides en la glandula
adrenal, modifica la presencia de receptores de glucocorticoides en hipocampo e hipotalamo
favoreciendo la sintesis de epinefrina y norepinefrina en la medula adrenal, catecolaminas
involucradas en la respuesta al estrés (Trevenzoli y cols. 2010). Sin embargo, existen datos
contradictorios, estudios in vitro, han mostrado que la leptina reduce la secrecion de cortisol basal
y bloguea el aumento de cortisol inducido por la secrecion de ACTH en células adrenocorticales
de bovinos (Bornstein y cols. 1997), sugiriendo que los efectos de la leptina circulante sobre los
niveles plasmaticos de glucocorticoides puede ser, en parte, mediada por una accion directa sobre
la esteroidogénesis adrenal. Mientras que en células adrenocorticales humanas, la inhibicion de

cortisol por leptina no fue medida (Pralong y cols. 1998).
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A nivel periférico, la administracion de leptina en rata macho durante la lactancia,
aumenta las concentraciones de catecolaminas y en edad adulta la cantidad catecolaminas se
triplica (Trevenzoli y cols., 2007). En hembras adultas, disminuye el peso de la glandula adrenal,
el volumen y numero de células de la zona fascicular, ademas de la concentracion sanguinea de
ACTH vy corticosterona (Malendowicz y cols. 2007), sugiriendo, que la hiperleptinemia en edad
temprana, aumenta la funcion adreno-medular en edad adulta, y que la administracion prolongada
de leptina, ejerce una potente accion supresora en el crecimiento y la capacidad de secrecion de
glucocorticoides de la corteza suprarrenal en la rata. Los estudios sobre el papel de la leptina en
funcionamiento eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal, sugieren que la relacion entre la leptina y el
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal es bidireccional. En condiciones potencialmente amenazantes,
las hormonas peptidicas provocan un fuerte control de retroalimentacidn sobre la actividad del eje
Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (Haque y cols. 2013). Por el contrario, en condiciones fisioldgicas
normales, la leptina ejerce un efecto tonico sobre la actividad del eje Hipotalamo-Hipdfisis-
Adrenal.
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2 ANTECEDENTES
2.1 Modelos animales

2.1.1 Consumo de sacarosa
Los pacientes obesos se caracterizan por un incremento en el tejido adiposo visceral, asi

como la presencia de hiperfagia, resistencia a la insulina y a la leptina (Malik y cols. 2010). Uno
de los factores que pueden contribuir a la hiperfagia en estos pacientes, es la leptina, ya que
ratones que carecen de leptina (ob/ob) o no cuentan con la presencia de receptores de leptina
(db/db) sufren de hiperfagia y obesidad (Zhou y Rui 2013). Algo similar sucede en ratas que
consumen dietas altas en sacarosa donde disminuyen su consumo de alimento, sin modificar el
peso corporal, incrementando la acumulacién de grasa visceral y aumentando las concentraciones

de leptina (Corona-Pérez 2013; Diaz-Aguila y cols. 2016).

Aunque en pacientes obesos los niveles de cortisol son contradictorios (Kjélhede y cols.
2014; Reinehr y cols. 2014), en modelos animales la concentracion de corticosterona no se afecta
por la ingesta de sacarosa (Diaz-Aguila y cols. 2016). Cabe resaltar que la ingestién de sacarosa
en ratas restablece el balance energético y la expresion del factor liberador de la corticotropina,
pareciera que la retroalimentacién de los glucocorticoides no es una consecuencia directa de las
acciones de las hormonas sobre el cerebro, sino una consecuencia de las acciones metabdlicas de
los glucocorticoides (Laugero 2004). Aunado a esto, también se han observado alteraciones
histoldgicas, presencia de colageno e incremento de gotas lipicas en la glandula adrenal en

animales que consumen sacarosa (Martinez-Calejman y cols. 2012; Diaz-Aguila y cols. 2016).

2.1.2 Estreés
En modelos animales el estrés crénico disminuye la ingesta de alimento, la ganancia de peso

corporal, aumenta los niveles de progesterona asi como las de corticosterona acompafiado de una
disminucion de la testosterona, disminuye el indice de proliferacion de la glandula adrenal, el
espesor de la zona fascicular acompafiada de un incremento en la zona reticular (Macedo y cols.
2012; Bruder-Nascimento y cols. 2013), mientras que el estrés agudo, aumentan las
concentraciones de ACTH, corticosterona (Ricarte-Jané y cols. 2002), disminuye el peso de la

glandula adrenal, las gotas lipidicas de la zona fascicular, el area de los vasos sanguineos de la
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zona reticular acompaiado de fibrosis (Koko y cols. 2004), sugiriendo que estas alteraciones son
dependientes del tipo de estrés (cronico o agudo), y de la duracion del mismo.

2.1.3 Leptina
El papel de la leptina sobre el funcionamiento del eje Hipotadlamo-Hipofisis-Adrenal surgio

porque en ratones deficientes de leptina (ob/ob) se observaba una hipercorticosteronemia (Slieker
y cols. 1996) y la administracion cronica de leptina corregia la hipercorticosteronemia (Stephens
y cols. 1995; Arvaniti y cols. 1998). La hiperactividad del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal
también se observo en ratones con mutaciones en el receptor de leptina (db/db) (Chen y cols.
1996), pero la hipersecrecion de corticosterona en ratones db/db no era corregida por la
administracion de leptina, lo que sugirié que el funcionamiento normal de los receptores de

leptina es esencial para la expresion de su efecto sobre el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal.

La importancia fisiologica de esta influencia inhibitoria de la leptina en la actividad del
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal, también se establecié porque el aumento de ACTH vy
corticosterona en plasma inducido por el ayuno en ratones de tipo salvaje, fue bloqueado por una
inyeccidn de leptina (Ahima y cols. 1996). La evidencia sugiere que los efectos inhibidores de la
leptina sobre la liberacion de ACTH y corticosterona fueron mediados por receptores en el
hipotalamo, sin descartar la posibilidad de que los efectos de la leptina sobre los niveles de
corticosterona fueron también, en parte, mediada por receptores en las glandulas adrenales
(Ahima y cols. 1996).

Posteriormente en estudios in vitro, se observo que la leptina reduce la secrecion de
cortisol basal y bloquea el aumento de cortisol inducido por la secrecién de ACTH en células
adrenocorticales de bovinos (Bornstein y cols. 1997), sugiriendo que los efectos de la leptina
circulante sobre los niveles plasmaticos de glucocorticoides puede ser, en parte, mediada por una
accion directa sobre la esteroidogénesis adrenal. Mientras que en células adrenocorticales
humanas, estimuladas con ACTH para la liberacién de cortisol, la inhibicion de cortisol por

leptina no fue medida (Pralong y cols. 1998).

A nivel periférico, la administracion de leptina en rata macho durante la lactancia,

aumenta las concentraciones de catecolaminas y en edad adulta la cantidad catecolaminas se
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triplica (Trevenzoli y cols., 2007). En hembras adultas, disminuye el peso de la glandula adrenal,
el volumen y nimero de células de la zona fascicular, ademé&s de la concentracion sanguinea de
ACTH vy corticosterona (Malendowicz y cols. 2007). Estos estudios sugirieron que la leptina
puede actuar centralmente a nivel de hipotalamo o periféricamente a nivel de la glandula adrenal

para provocar un importante control de retroalimentacion sobre la liberacion de glucocorticoides.

Pero en situaciones de estrés, ;como se regula la concentracion de leptina? En roedores
con estrés moderado, se ha observado un aumento en los niveles de leptina. Sin embargo, si se
administra leptina antes del estrés, disminuye la concentracion de corticosterona y CRH sin
afectar los niveles de leptina. Concluyendo que la leptina inhibe la liberacion de CRH afectado el
eje Hipotdlamo-Hipofisis-Adrenal en respuesta al estrés (Heiman y cols. 1997). Estudios
posteriores también han mostrado que la leptina reduce significativamente la expresion de CRH
en el Nucleo Paraventricular inducida por el estrés (Oates y cols. 2000), incrementa los niveles de
ACTH 2-4 hrs después de la presencia de estrés, sin alterar los niveles de corticosterona (Konishi
y cols. 2006), debido a que el aumento de CRH, ACTH vy cortisol son mitigados por la leptina. Se
sugirio que la leptina disminuye la respuesta neuroendocrina mediante la mejora de la
retroalimentacion negativa de glucocorticoides. Ademas, de que una hiperleptinemia es un factor
independiente para el desarrollo de enfermedades cardiovascular y un predictor de infarto
(Karbowska y Kochan 2012). A partir de los estudios mencionados anteriormente, se puede
especular que un aumento en la actividad del eje Hipotadlamo-Hipofisis-Adrenal durante la
exposicion a un factor de estrés se asocia con una disminucién correspondiente en la liberacién

de leptina.

En particular ratas expuestas a estrés agudo muestran un aumento en los niveles
circulantes tanto de corticosterona como de leptina (Zareian y cols. 2011). Por otro lado, un estrés
cronico por inmovilizacion aumenta los niveles circulantes de corticosterona, pero disminuye los
niveles de leptina (de Oliveira y cols. 2013), o no afecta los niveles de leptina (Bruder-
Nascimento y cols. 2013). El aislamiento en el periodo prepuberal no ejerce ningln efecto sobre
los niveles de leptina (Arcego y cols. 2014). El estrés psicologico crénico incrementa la
corticosterona circulante en ratones dominante mas que en ratones subordinados, pero la leptina

incrementa en ratones subordinados y disminuye en ratones dominantes (Sanghez y cols. 2013).
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La hiperactividad el eje Hipotadlamo-Hipofisis-Adrenal inducida por el estrés leve crénico en
ratas se asocio con una disminucion de los niveles séricos de leptina y la expresion del ARNm

del receptor de leptina hipotalamico (Ge y cols. 2013).

Estudios realizados por Haque y cols.,, (2013) mostraron que los aumentos de
corticosterona por el estrés en ratas con inmovilizacion disminuyen cuando se administra 0.1
mg/kg de leptina y, si son sometidos a 2 hrs de inmovilizacion la corticosterona disminuye
inmediatamente después de la inyeccion de leptina. La concentracion de corticosterona era
completamente blogueada en animales inyectados con una dosis mayor de leptina (0.5 mg/kg),
pero los niveles no disminuyeron por debajo de los niveles basales observados en los animales no
estresados. Como podemos observar la accion de la leptina sobre las funciones o arquitectura de
la glandula adrenal, son dependientes del tipo, tiempo, edad y sexo en el que se aplique el estreés.

2.1.4 Dietas ricas en carbohidratos, leptina y estrés
Son pocos los estudios que evaltan la interaccion de la dieta, la leptina, los glucocorticoides y el

estrés, y los estudios que existen se centran en el analisis del efecto del estrés, la dieta, la leptina
y los glucocorticoides de manera individual y en edad adulta. De manera particular durante la
nifiez y la adolescencia un hiper o hipo funcionamiento del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal
pueden tener efectos permanente sobre el desarrollo de sistemas endocrinos y metab6licos en
edad adulta (Charmandari y cols. 2003), teniendo en cuenta que estos periodos criticos estan
caracterizados por el aumento en la vulnerabilidad de los factores estresantes (Charmandari y
cols. 2003).
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3 JUSTIFICACION
Los nifios y adolescentes son los principales consumidores de bebidas endulzadas con azUcar

(Powell y Nguyen 2013). Este alto consumo se asocia con un aumento en la prevalencia de los
componentes del Sindrome Metabdlico (Silveira y cols. 2014; Stern y cols. 2014). Del mismo
modo, las poblaciones jovenes tienen una glandula adrenal inmadura y cambiante (Mouritsen y
cols. 2014) que puede afectar a la respuesta al estrés y también aumentar la predisposicion a
padecer enfermedades metabdlicas en la edad adulta. En la actualidad se ha relacionado el
desarrollo de Sindrome Metabdlico con la presencia de estrés crénico. Con respecto a esto se
sabe que la exposicién a eventos estresantes, en la nifiez o adolescencia, puede afectar la
pubertad, la composicion corporal, asi como el desarrollo de obesidad, sindrome metabdlico y
diabetes mellitus tipo 2 (Vanaelst y cols. 2012). Mientras que en edad adulta, se sabe que México
es el pais con mas alto indice de estrés en edad adulta, debido a que de los 75 mil infartos que se
registran al afio, el 25% esta asociado a enfermedades derivadas del cansancio y la presion del
trabajo segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

En modelos animales, se ha mostrado que una dieta de rica en sacarosa 0 enriquecida con alta
fructosa estimulan la aparicion de los componentes asociados con el Sindrome Metabdlico,
incluyendo el aumento de la acumulacién de grasa visceral y una concentracion sérica elevada de
insulina y triglicéridos (Stanhope y Havel 2008). Ademas, una dieta alta en sacarosa durante la
infancia también promueve alteraciones metabdlicas en funcion de la hora y la duracion de la
exposicion (Fuente-Martin y cols. 2012). Sin embargo la informacion sobre este tema sigue
siendo escasa y mas estudios centrados en el analisis de los efectos de una dieta rica en azucar en
el fuction de diversos 6rganos metabolicos son necesarios. Las glandulas adrenales secretan
hormonas relevantes que intervienen en el metabolismo, la regulacién de la presién arterial, y
homeostasis de la glucosa (De Silva y Wijesiriwardene 2007). Una dieta rica en sacarosa
promueve la alteracion histologica de las glandulas adrenales en ratas macho adultas asociados
con indicadores del Sindrome Metabdlico (Martinez-Calejman y cols. 2012). El alto consumo de
sacarosa en la vida temprana altera la morfologia de las zonas de la corteza suprarrenal que
conducen a cambios asociados con el Sindrome Metabdlico en ratas adultas (Diaz-Aguila y cols.

2016). Ademas, se encontro que el consumo de azucar reduce los niveles de corticosterona en el
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suero y la actividad de la enzima 11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa hepatica, coincidiendo
con una respuesta de estrés reducida (Corona-Pérez y cols. 2015). La sintesis de esteroides en
células adrenales también se ve afectada por el consumo de sacarosa elevada (Astor y cols. 2009).
El estrés cronico en ratas adultas produce hipertrofia o hiperplasia de la ZF y una infiltracion
importante de leucocitos (Jennewein y cols. 2015), que se ha asociado con los niveles de
corticosterona elevadas inducidas por la hormona ACTH (Ulrich-Lai y cols. 2006).

No obstante, actualmente se desconoce si la ingesta de azucar y el estrés puede afectar las
caracteristicas morfométricas de las glandulas adrenales en animales jovenes. Por lo tanto, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar criticamente la morfologia de las diferentes zonas de
la corteza adrenal, asi como la presencia de células immunoresponsivas en las glandulas

adrenales de ratas jovenes expuestas a estres y alimentados con sacarosa.
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4 HIPOTESIS

El consumo de sacarosa durante la infancia, adolescencia y en edad adulta mas estrés por
restriccién aumentan las concentraciones de leptina, corticosterona y modifica la histoldgica de la

glandula adrenal en ratas machos.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si el consumo de sacarosa durante la infancia, adolescencia y en edad adulta mas
estrés por restriccion afecta las concentraciones de leptina, corticosterona y modifica la
histologica de la glandula adrenal de ratas machos.

5.2 Objetivos especificos (en funcién del tiempo, consumo de sacarosay el estrés)
a) Determinar la concentracion de corticosterona y leptina

b) Evaluar el arreglo histol6gico en la glandula adrenal

c) Determinar el area de los vasos sanguineos de la Zona Reticular y Médula

d) Cuantificar el numero de células polimorfonucleares infiltradas en los vasos sanguineos de la

Zona Reticular y Médula

e) Cuantificar el niumero de células positivas a Ki-67
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 Manejo de los animales

Se utilizaron 96 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-062Z00-1999. El
protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el comité de Bioética del Centro

Tlaxcala de Biologia de la Conducta.

6.2 Grupos experimentales

Las ratas se asignaron al azar a los siguientes grupos (n=8, cada uno): control (C), el
estrés cronico por restriccion (St), dieta alta en sacarosa (S30), y estrés crénico por restriccion
mas dieta alta en sacarosa (St/S30),durante uno, dos y tres meses; donde los grupos C y St, no
consumieron agua con sacarosa por uno, dos y tres meses, ademas los grupos St y St/S30fueron

expuestas a estrés un mes previo al sacrificio, ver disefio experimental (Figura 7).

6.3 Protocolo de la dieta

Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (Tabla 1). Los
grupos experimentales recibieron 30% de sacarosa estandar comercial en el agua que consumen,
las ratas del grupo control consumieron agua simple. Durante el periodo de experimental, se hizo
el 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. La ingesta total de calorias se determind a partir de la cantidad de alimento
ingerido (calculado como g/100g de peso corporal x 3.3kcal/g de alimento) y el consumo de
sacarosa (evaluado como ml de agua/100g peso corporal x g de azucar/mL de agua x 4 cal/g de

azlcar).
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Figura 7. Disefio experimental. Grupo control (C), Estrés (St); sacarosa al 30% (S30); sacarosa al 30% mas estrés

(S30/st); (n=6-8/grupo).
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DIETA CONTROL (CHOW 5001 PURINA)

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

Tabla 1. Aporte calérico y nutrimental de alimento de dieta Chow 5001 de Purina.

6.4 Induccién de estrés

Para someter las ratas a estrés, se colocaron en tubos de plastico de diferentes tamafios,
fijados con cinta adhesiva en el exterior, un extremo se mantuvo abierto para que la rata pudiera
respirar, las ratas de un mes fueron expuestas a 1hora diaria de estrés por la mafiana (11:00 a.m.)
durante 5 dias a la semana hasta concluir el experimento (sin estrés los fines de semana)
(Macedo y cols. 2012). Las ratas de dos y tres meses utilizaron el mismo procedimiento solo
que estas fueron sometidas a estrés el tltimo mes del experimento para evitar la adaptacion.

6.5 Obtencion de muestras sanguineas, glandula adrenal y tejido adiposo

Al término de cada experimento, previo al sacrificio, las ratas de cada grupo se dejaron
en ayuno para lo cual se les quitd el alimento a las ocho de la noche y las ratas que recibieron
30% de sacarosa se les retir6 colocando 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, Roche Diagnostics. Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados
por decapitacion para colectar dos tubos (13 x 100mm). La sangre se dejo reposar en bafio maria
durante 15 minutos, después se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. El suero fue
separado haciendo alicuotas de 300 pL, las cuales se conservaron en congelacion a -70°C hasta
el andlisis de corticosterona y leptina. La rata decapitada se colocé en posicion supina, se realizd
una incision longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el

dorsal del pene. La glandula adrenal y el tejido adiposo fueron extraidos y pesados.
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6.6 Determinacion de corticosterona y leptina
El analisis de corticosterona y de leptina en suero, se realizé por el método de ELISA

(Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay). El analisis de corticosterona se realizd por medio de
Kits disponible comercialmente, Kit Enzyme Immunoassay, compafiia Assay Desing No0.900-
097, el coeficiente de variacion intra- e inter-ensayo fue 2.1 pg/mL y 5.3 pg/mL,
respectivamente. Y para el analisis de leptina sanguinea se realizé por medio de Kits disponible
comercialmente, Kit Enzyme Immunoassay, compafia Cayman N0.10007609. Los estandares y
las muestras se corrieron por duplicado.
6.7 Andlisis histoldgico de la glandula adrenal

Las glandulas adrenales se fijaron en Bouin's-Duboscq durante 24 hrs. Posteriormente, el
tejido se deshidrato con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%),
se acalaro 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
primera laminilla fue tefiida con hematoxilina eosina (tifie citoplasma y ndcleo). La segunda
laminilla fue tefiida con Tricromica de Masson (tifie colageno y vasos sanguineos), para
determinar el grado de fibrosis. La tercera laminilla fue tefiida con colorante de Wright para
contabilizar células del sistema inmune. Se tomaron microfotografias con una cémara
OLYMPUS de 5.1 mega pixeles, montada en un microscopio 6ptico Zeiss Imager A.1 (a 4, 10,
40 y 100 aumentos totales). En los cortes histoldgicos se midié el grosor de las zonas
glomerular, fascicular y reticular (Figura 8A), asi como el area de la médula adrenal (Figura 8B)
usando el software de imagenes Axio Vision Rel 4.6 (Zeiss). También en las cuatro zonas de las
glandulas adrenales se cuantificaron el nimero de células y area ocupada por células utilizando
una cuadricula con 20 cuadrados de 4 X 4 colocada en la pantalla del ordenador, pero
contabilizando sélo los cuatro cuadrados centrales (14 mm?) (Figura 8C).

ler mes. Para la glandula adrenal derecha se contaron y midieron aproximadamente 1356
células y 1471 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo C; 2086 células en la glandula
adrenal derecha y 2008 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo St; 1473 células en la

glandula adrenal derecha y 1543 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo S30; y 2172
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células en la glandula adrenal derecha y 2300 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo
S30/S30.

2do mes. Para la glandula adrenal derecha se contaron y midieron aproximadamente 1326
células y 1364 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo C; 1914 células en la glandula
adrenal derecha, y 1354 células en la gldndula adrenal izquierda en el grupo St; 1196 células en la
glandula adrenal derecha, y 1318 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo S30; y 1505
células en la glandula adrenal derecha, y 1185 células en la glandula adrenal izquierda en el
grupo St/S30.

3er mes. Para la glandula adrenal derecha se contaron y midieron aproximadamente 1184
células y 1072 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo C; 2077 células en la glandula
adrenal derecha, y 2108 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo St; 1050 células en la
glandula adrenal derecha, y 974 células en la glandula adrenal izquierda en el S30; y 1804 células
en la glandula adrenal derecha, y 1850 células en la glandula adrenal izquierda en el grupo
St/S30.

6.7.1 Area de los vasos sanguineos
Se tomaron microfotografias de las laminillas tefiidas con hematoxilina eosina, con un

aumento de 1000x de la zona reticular y medular de cada glandula adrenal. Para la zona reticular
se realizd la medicion del area de los vasos sanguineos presentes en esta zona, teniendo de
referencia los cuatro puntos cardinales, mientras que para la médula se midié el area de todos

los vasos sanguineos.

6.7.2 Conteo de células inmunes
Se tomaron microfotografias de los cortes tefiidos con colorante de Wright, con un

aumento de 1000x para contabilizar células inmunes en los vasos sanguineos presentes en las
cuatro zonas de las glandulas adrenales (zona glomerular, fascicular, reticular, y médula
adrenal), teniendo de referencia los cuatro puntos cardinales, mientras que para la médula se

tomaron de referencia vasos sanguineos centrales.
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6.7.3 Proliferacion celular
Otra serie de cortes fueron desparafinados e incubados posteriormente en citrato sodico a

10 mM con un pH 6 por tres noches. Las peroxidasas enddgenas fueron bloqueadas con
peroxido de hidrogeno (0.3%) durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron con buffer de
fosfatos salino (PBS) y los sitios de union inespecifica para anticuerpos secundarios se
bloquearon con de suero normal de cabra al 5% (NGS) diluido en PBS con 0,3% Triton X-100
(PBST) por lhora. Los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo primario Ki-67 (1: 100)
diluido en PBST durante 24 horas a 4 ° C. Posteriormente, se lavaron con PBST y se incubaron
con anticuerpo secundario (anti-lgM de raton para el anti-Ki67) diluido en PBST durante 2
horas a 37 ° C y después se lavaron con PBS, posteriormente se incub6 con avidina y reveld con
Diaminobencidina (DAB, 1:20). Las laminas fueron cubiertas con resina como medio de
montaje y fue colocado un cubreobjeto, se observaron bajo el microscopio y se tomaron
microfotografias. Algunas secciones se contratifieron con hematoxilina de Mayer. En otros, el
anticuerpo primario se omitio para ser utilizados como controles negativos. Las fotomicrografias
se tomaron a 1000x tomando de referencia los cuatro puntos cardinales, se tomaron tres
secciones por zona para calcular el porcentaje de células positivas y negativas. Se utilizaron 100
a 120 células para cada zona y por rata para calcular la proporcién de inmunorectividad de
células anti-Ki-67 en las glandulas adrenales. Las células con al menos un nucleo positivo

fueron considerados como anti-Ki-67 positivo.
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Figura 8. A) Espesor de las zonas de la glandula adrenal. B) Determinacién de area de la médula adrenal. C)
NUmero y area de las células de la corteza y médula adrenal

6.8 Analisis estadistico
El nimero de mediciones en nuestro estudio vario de 6-8 animales por grupo, en funcion

de las variables y debido a las dificultades en el procesamiento de técnicas. Todas las variables
representan la mediaze.e. Los datos se analizaron con una ANOVA de dos vias y Newman-Keuls
como prueba post-hoc para observar las diferencias entre grupos. Para el porcentaje de células se
realiz6 una prueba de Chi-cuadrada seguida de una prueba de Fisher. Finalmente para observar
los cambios de las variables con respecto al tiempo se hiz6 una ANOVA de una via y Dunn's
(Bonferroni) Correction como prueba post-hoc. En todos los casos, p<0.05 fue aceptada como
estadisticamente significativo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
GB-STAT V6.0 para Windows.
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7 RESULTADOS
7.1 Primer mes

7.1.1 Parametros de crecimiento
Aunque el estrés cronico mostro diferencias en el peso corporal (estrés cronico, F (1131 = 4.64,

p<0.05; dieta alta en sacarosa, F (1131)= 1.29, p>0.05; interaccion, F (11.31)= 0.11, p>0.05; Tabla
2) no se encontraron diferencia significativas entre los grupos. El estrés crénico no disminuye la
ingesta de alimento (F (11,31 = 0.06, p>0.05; Tabla 2). Sin embargo, el grupo S30 ingirié6 menos
alimento solido que el grupo C, y el grupo S30/St ingiere menos alimento que el grupo St (F (1,1,
a1y = 107.17, p<0.05; Tabla 2), sin observar cambios por la interaccion de ambos factores (F (1, 1,
a1) = 0.60, p>0.05; Tabla 2). La ingesta de agua no fue afectada por el estrés cronico (F (1,1,31) =
1.83, p>0.05), pero el grupo S30 ingiere mas agua, que los grupos C, St, y S30/St (dieta alta en
sacarosa, F (1131) = 11.47, p<0.05: Tabla 2) sin observar cambios por la interaccion de ambos
factores (F (1,1,31)= 0.93, p>0.05; Tabla 2). En consecuencia, el estrés cronico no afecta la ingesta
caldrica total (F 1,131y = 1.11, p>0.05; Tabla 2), fue mayor la ingesta caldrica total en los grupos
S30 y S30/St, con respecto a los grupos C y St (dieta alta en sacarosa, F (11,31 = 120.26, p<0.05;
Tabla 2) sin observar cambios por la interaccion de ambos factores (F (1,1,31) = 0.04, p>0.05; Tabla
2). Los niveles de glucosa no se vieron afectados por el estrés cronico (F (1,131 = 1.29, p>0.05), la
dieta alta en sacarosa (F (11:31)= 0.47; p>0.05), 0 la interaccion de ambos factores (F (1131)= 0.96;
p>0.05; Tabla 2).

7.1.2 Adiposo Visceral
Aunque el estrés cronico no modifica el indice de adiposidad (F (1, 1, 31y = 4.75, p>0.05). La dieta

alta en sacarosa incrementa el tejido adiposo visceral (F (1, 1, 31 = 8.16, p<0.05), sin observar
modificaciones por la interaccion entre ambos factores (F (1, 1, 31y = 0.0.2, p>0.05; Figura 9A).
Resultados similares se observaron con el tejido adiposo visceral (estrés cronico, F (1, 1,31y = 1.37,
p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 31y = 8.68, p<0.05; interaccion, F (1, 1, 31y = 0.60, p>0.05;
Figura 9B).
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Parametros S St S30 S30/St
Ganancia de peso corporal (g) | 129 +9° 112 +8° 122 +8° 98 *12°
Ingesta de alimento 11 #0.5° 10 #0.5° 6 +0.2° 6 +0.4°
(g9/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta de agua 25 +2° 25 +1° 31 +1° 28 =*1°
(mL/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta caldrica (kcals) 37 +2° 35 +2° 56 +1° 54 +2°
Glucosa (mg/dL) 112 +7° 90 #*14° 109 #3° 107 *13°

Tabla 2. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta calérica y glucosa. Se muestra la
mediate.e. Letras diferentes, p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St),
sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo)
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Figura 9. A) Indice de adiposidad y B) tejido adiposo visceral. Se muestra la mediate.e. Letras diferentes,
p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al
30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).
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7.1.3 Peso y caracteristicas histologicas de la glandula adrenal
Peso de la glandula adrenal: El peso de la glandula adrenal derecha del grupo S30/St fue mayor

en comparacion a los grupos C, St'y S30 (estres cronico, F ¢, 1, 23 = 4.30, p>0.05; dieta alta en
sacarosa, F (11,23 = 5.59, p>0.05); interaccion, F (1, 1, 23y = 12.41, p<0.05; Figura 10A). El peso
de la glandula adrenal izquierda no fue afectado por el estrés cronico (F (1, 1,31y=4.77, p>0.05), 0
por la dieta alta en sacarosa (F (1, 1,31y = 0.43; p>0.05), o la interaccion entre ambos factores (F (1,
1,31y = 0.03, p>0.05; Figura 10B).
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Figura 10. Peso de las glandulas adrenales derecha (A) e izquierda (B) al primer mes. Se muestra la media +
e.e. Letras diferentes, p<0.05, Anova dos vias Newman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St), sacarosa al 30%
(S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).

7.1.3.1 Caracteristicas histolégicas de la glandula adrenal
Los nucleos y citoplasma de las células de la corteza de la glandula adrenal derecha e

izquierda estan bien delimitados (Figura 11A-H). Los nucleos y citoplasmas de la médula adrenal

derecha e izquierda estan bien delimitados y fueron similares entre grupos (Figura 11L-R).

Espesor de las capas: El espesor de la Zona Glomerular (ZG) de las glandula adrenales
es significativamente menor (glandula derecha, F (1, 1,31y = 39.15, p<0.05; glandula izquierda, F (1,
1,31) = 53.64, p< 0.05; Figura 11S y T) en los grupos con estrés en comparacion con los grupos C
y S30. Mientras tanto, la dieta alta en sacarosa no modificd el espesor de la ZG (glandula
derecha, F (1, 1, 31) = 0.48, p>0.05; glandula izquierda, F ¢, 1,31y = 0.52, p>0.05; Figura 11S y T).
Resultados similares se observaron para la interaccion de la dieta con el estrés cronico (glandula
derecha, F (1, 1,31y = 0.15, p>0.05; glandula izquierda, F (1,1, 31y = 0.008, p>0.05; Figura 11Sy T).
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En la zona fascicular (ZF), el espesor disminuye en los grupos de estrés crénico en comparacion
con los grupos C y S30 en la glandulas derecha e izquierda (F (1, 1,31 = 19.62, p<0.05; F (1, 1,31y =
20.41, p<0.05; respectivamente; Figura 11U y V). Esta variable no se modifica por la dieta alta
en sacarosa (glandula derecha, F (1, 1, 31) = 0.21, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 31y = 0.02,
p>0.05) o por la interaccion entre ambos factores (glandula derecha, F (i, 1, 31 = 0.02, p>0.05;
glandula izquierda, F (1, 1, 31 = 0.11, p>0.05; Figura 11U y V). El espesor de zona reticular (ZR)
de la glandula derecha incrementa por el estrés cronico (F (i, 1, 31 = 10.26, p<0.05; Figura 11W),
pero no por la dieta alta en sacarosa (F (1, 1, 31y = 1.33, p>0.05) o por la interaccion entre ambos
factores (F (1, 1, 3y = 2.38, p> 0.05; Figura 11W). Sin embargo, la glandula izquierda no fue
modificada por ninguno de estos factores (estrés cronico, F (1, 1, 31 = 4.19, p>0.05; ingesta alta de
sacarosa, F (1,1,31) = 1,97, p>0.05; interaccion, F (1, 1,31y = 0.11, p>0.05; Figura 11X). El area de la
médula en la glandula derecha fue similar entre los grupos (estres cronico, F (1, 1, 31y = 1.95,
p>0.05; ingesta alta de sacarosa, F (1, 1, 31 = 2.85, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31y = 0.02, p>0.05;
Figura 11Y). El area de la médula en la glandula izquierda en el grupo S30 es menor que para el
resto de los grupos (estres cronico, F (1, 1,31y = 0.003, p>0.05; ingesta alta de sacarosa, F (1, 1, 31) =
5.14, p<0.05; interaccion, F (1, 1,31y = 3.97, p>0.05; Figura 11Z).

Densidad celular: En la ZG, la densidad celular no se vio afectada por el estrés crénico,
la dieta alta en sacarosa, o la interaccion entre ambos factores (glandula derecha, F (1, 1, 31y =
0.001, F (1, 1,31 = 0.24, F (1, 1,31y = 1.77, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1,31y= 1.37, F (1, 1,31) =
1.78, F (1, 1, 31y = 0.43, p>0.05; Figuras 12A y B). En la ZF, el estrés cronico incrementa la
densidad celular (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 19.33, p<0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 31) =
51.47, p<0.05), mientras que no se observaron efectos por la dieta alta en sacarosa (glandula
derecha, F (1, 1,31y = 1.69, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1,31y = 5.91, p>0.05) o por la interaccion
entre ambos factores (glandula derecha, F (1, 1,31y = 0.001, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 31) =
1.70, p>0.05; Figuras 12C y D). En la ZR, la densidad celular fue similar entre los grupos en la
glandula adrenal derecha (estres cronico, F (1, 1, 31y = 8.30, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 31
= 0.89, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31y = 0.02, p>0.05; Figura 12E), pero aumenta en el grupo
S30/St en la glandula adrenal izquierda en comparacion con el resto de los grupos (estrés cronico,

F @ 1,31 = 2.89, p>0.05; dieta alta en sacarosa (F (1, 1, 31) = 3.39, p>0.05; interaccion (F (1,1, 31) =
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11.04, p<0.002;. Figura 12F). En la médula derecha, el estrés cronico incrementa la densidad
celular en comparacion con los grupos C y S30 (estrés cronico, F (1, 1, 31y = 15,12, p<0.05; dieta
alta en sacarosa, F (1, 1, 31y = 1.06, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31 = 0.10, p>0.05; Figura 12G), la
densidad celular de la médula izquierda fue mayor en el grupo S30/St en comparacion con el
grupo C (estrés cronico, F (1, 1, 31y = 0.48, p<0.05). Sin embrago, la densidad celular no se vio
afectado por la dieta alta en sacarosa (F (1, 1, 31y = 3.03, p>0.05), 0 por la interaccion entre ambos
factores (F (1, 1,31y= 5.47, p<0.02; Figura 12H).

Tamafio de las células: En la ZG, el porcentaje de células con una superficie de <60 pm?
y >61 um’ de la glandula adrenal derecha fue similar entre los grupos (p>0.05; Figura 13A). Sin
embargo, los grupos St y S30/St tenian menos células <60 pm? que el grupo S30 (p<0.05; Figura
13B) en la ZG izquierda. Por el contrario, los grupos St y S30/St tenian mas células >61-100 pum?
en la ZG izquierda que el grupo de S30 (p<0.05; Figura 13B). El porcentaje de células <60 pm?
en los grupos de St y S30/St en la ZF derecha es menor que la del grupo S30 (p<0.05; Figura
13C). Por el contrario, los grupos St y S30/St tienen mas células con area >101 ],Lrn2 en la ZF
derecha en comparacion con el grupo de S30 (p<0.05; Figura 13C). Un resultado similar se
observé para la glandula izquierda (p<0.05; Figura 13D). El porcentaje de células <60 pm? en la
ZR derecha para el grupo St fue mas pequefio que para el resto de los grupos (p<0.05; Figura
13E). El porcentaje de células> 61um? fue mayor en el grupo St comparacién con el grupo S30
(p<0.05; Figura 13E). El porcentaje de células con un rango de 60-100 um? en la ZR izquierda
fue menor para los grupos St y S30/St en comparacion con el resto de los grupos (p<0.05; Figura
13F). Por el contrario, el porcentaje de células con una area de >101 um? fue mayor en los grupos
de St y S30/St comparacién con el resto de los grupos (p<0.001; Figura 13F). En la médula
derecha e izquierda, el porcentaje de células <60 um? fue menor para los grupos con estrés
crénico (p<0.05; Figura 13G y H). Por el contrario, el porcentaje de células >61 pm? fue alta para

los grupos con estrés crénico en la médula derecha e izquierda (p<0.05; Figura 13G y H).

55



Derecha Izquierda

S T
Corteza C St S$30 S30/St » bt
A ] ¢ . A Vo E S E 1004 ) a
Z6 H b b g
2 s g 50 " 2
0- 0-
U Vv
5007 | 500-
7 400 _ a00d{ = g
2 300 . 2 g 300 b b
ZF &5 £ 200-
= 1004 = 100
0- 0-
w X
600 b 500 a
— ab ~ 400{ & L
Eow s § o -
5
ZR ,é. 2001 u,;l'- 2004
= = 1001
0- 04
Y Z
80000 30000
60000 7 60000 -
2 E a a ’é‘ ab b
Izquierda Médula = 4001 s 2 o v
2 £
e i L ]
o 0
C St S$30  S30/St C St S30  S30/St

Figura 11. Histologia y espesor de la corteza y medula adrenal. Derecha: A) Corteza adrenal grupo C; B) Corteza adrenal grupo St; C) Corteza adrenal grupo S30; D)
Corteza adrenal grupo S30/St. Izquierda: E) Corteza adrenal grupo C; F) Corteza adrenal grupo St; G) Corteza adrenal grupo S30; H) Corteza adrenal grupo S30/St.
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vias Neman-Keuls post-hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).
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ZG

ZF

ZR

Médula

Figura 13. Tamafio de células. A) ZG derecha; B) ZG izquierda; C) ZF derecha; D) ZF izquierda; E) ZR derecha;
F) ZR izquierda; G) Médula derecha; H) Médula izquierda. Se muestra los porcentajes. Letras diferentes, p<0.05, se

realiz6 una prueba de Chi-cuadrada seguida de una prueba de Fisher. Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30),

Porcentaje de células

Porcentaje de células

Porcentaje de células

Porcentaje de células

100 4

80 4

60 4

40

20

100 -

80 -

60 -

40

20 A

100 1

80 1

60 4

40 A

20

100 1

80 4

60 4

40

20 A

Derecha
a
a a
a a
A g
-
» N
o gL
a
a
b
N
N
A ab
a a ab b
b ab
S &
b

b
a
a a
a
b
b
& 7@

Rango de area (pm?)

sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).

ocC

| St
@s30
mS30/St

acC

mSt
as3o
mS30/8t

oc

mSt
oS30
mS30/St

ac

mSt
as3o
mS30/5t

Porcentaje de células

Porcentaje de células

Porcentaje de células

Porcentaje de células

100 -

80 1

60

40

20 4

100 4

60 4

40

20

_.
o

£ 2 8 == =
. .

=]
=

=

=

100 -

80 1

60 4

40 |

20 1

Izquierda

b b b b
ab a
£ -7“
a a
b b
| | [IiMW
& N
Y O
2 N
b
b
a a
a
b a
b
o &
b b
|i|:|ﬂ|
a
o

4
Rango de drea (um?)

ocC

mSt
oS30
mS30/St

ocC

mSt
oS30
mS30/St

ocC

| St
@Ss30
mS30/St

ocC

WSt
ms30
mS30/St



Porcentaje de proliferacion: En la ZG, el grupo S30 tiene un porcentaje alto de
proliferacion (anti-Ki-67 positivo) en la glandula derecha en comparacion con el grupo C (estrés
cronico, F (1,1, 23y = 0.51, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23y = 5.53, p<0.05; interaccion, F
1,23) = 3.58, p>0.05; Figura 14A). Considerando que, el porcentaje de proliferacion en los grupos
S30 y S30/St fue menor que en los grupos C y St en la ZG izquierda (estres cronico, F (1, 1, 23 =
0.74, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1123 = 25.94, p<0.05; interaccion, F (1123 = 0.005,
p>0.05; Figura 14B). En la ZF, el porcentaje de proliferacion fue similar entre los grupos de las
glandulas derecha e izquierda (estrés cronico, F (1123 = 1.67, p>0.05; F (1,123 = 0.15, p>0.05,
respectivamente; ingesta alta de sacarosa, F (1123 = 3.67, p>0.05; F (1123 = 6.48, p>0.05;
respectivamente; la interaccion, F 123 = 0.002, p> 0.05; F (1123 = 0.67, p>0.05;
respectivamente; Figuras 14C y D). En la ZR, no se encontraron diferencias en el porcentaje de
proliferacion en la glandula derecha (estrés cronico (F (1, 1, 23 = 3.43, p>0.05; dieta alta en
sacarosa, F (1,123 = 0.001, p>0.05; o interaccion, F (113 = 1.20, p>0.05; Figura 14E) o izquierda
(estrés cronico, F (11,23 = 0.29, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,123 = 3.52, p>0.05; interaccion,
F @123 = 2,13, p>0.05; Figura 14F). Resultados similares se observaron en la médula derecha
(estrés cronico, ¢ (1,123 = 0.002, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1123 = 0.98, p>0.05;
interaccion, F (1, 1, 23 = 0.86, p>0.05; Figura 14G) y la médula izquierda (estrés cronico, F (11,23 =
2.20, p>0.05; ingesta alta de sacarosa, F (1, 1, 23y = 0.002 , p> 0.05; interaccion, F (1, 1, 23) = 0.06,
p>0.05; Figura 14H).

Vasos sanguineos: El &rea cubierta por los vasos sanguineos en la ZR derecha para el
grupo St fue significativamente mayor que para el resto de los grupos (el estrés cronico, F (1, 1, 23)
=10.70, p<0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,1, 23) = 2.46, p>0.05; 0 la interaccion, F (1, 1, 23 = 0.08,
p>0.05; Figura 15A). En la glandula izquierda, el area cubierta por los vasos sanguineos en el
grupo S30 era mas pequefia que en el resto de los grupos (estrés cronico, F (1, 1, 23y = 1.06, p>0.05;
dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23y = 41.84, p<0.05; interaccion, F (1, 1, 23y = 3.67, p>0.05; Figura
15B). En la médula, el area cubierta por los vasos sanguineos en la glandula adrenal derecha se
redujo por el estrés cronico en comparacion con el grupo C (F (1, 1, 23) = 21.05, p<0.05) y la dieta
alta en sacarosa en comparacion con el grupo S30/St (F 1, 1, 23 = 1.73, p<0.05), sin interaccion (F

@, 1,23 = 0.009, p>0.05; Figura 15C). Un resultado similar se observo en la médula de la glandula
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adrenal izquierda, donde el &rea cubierta por los vasos sanguineos se redujo por el estrés crénico
en comparacion con el grupo C (F (1, 1, 23y = 58.69, p<0.05) y por la dieta alta en sacarosa en
comparacion con el grupo S30/St (F (1, 1, 23 = 3.96, p<0.05) sin verse afectado por la interaccion
(F @, 1,23 = 2.36, p>0.05; Figura 15D).

Infiltracion de células inmunes: EI namero de células inmunes en los vasos sanguineos
de la ZG derecha fue similar entre los grupos (estres cronico, F (1, 1, 23y = 0.14, p>0.05; dieta alta
en sacarosa, F ¢, 1, 23 = 0.41, p>0.05; interaccion, F (1,13 = 1.11, p>0.05; Figura 16A). Sin
embargo, el nimero de células inmunes infiltradas en la ZG izquierda en los grupos con estrés
cronico fue mayor que en el resto de los grupos (F (1,1, 23y = 12.59, p<0.05; dieta alta en sacarosa,
F 1,1 23) = 0.26, p>0.05; interaccion, F (11, 23 = 3.14, p>0.05; Figura 16B). En la ZF, el nimero de
células inmunes en los vasos sanguineos fue similar entre los grupos en la glandula derecha
(estrés cronico, F (1,123 = 0.13, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,1,23y = 0.44, p>0.05; interaccion,
F (1.1,23) = 0.64, p>0.05; Figura 16C). Sin embargo, en la ZG izquierda, esta variable fue alta en
los grupos con estrés cronico en comparacion con los grupos S30 C o (estrés cronico, F (i, 1, 23 =
15.83, p<0.05; dieta alta en sacarosa, F (11, 23) = 2.37, p>0.05; interaccion, F (1123 = 0.03, p>0.05;
Figura 16D). En la ZR, el nimero de células inmunes en los vasos sanguineos fue similar entre
los grupos en la glandula derecha (estrés cronico, F (1, 1,23y = 2.67, p>0.05; dieta alta en sacarosa,
F (1123 = 0.03, p>0.05; interaccion, F (1,123 = 0.04, p>0.05; Figura 16E). Sin embargo, en la ZR
izquierda, el nimero de células inmunes fue mayor en los grupos con estrés cronico en
comparacion con aquellos sin estrés (estrés cronico, F (1123 = 67.15, p<0.05; dieta alta en
sacarosa, F (1,123 = 0.48, p>0.05; interaccion, F (11, 23 = 1.05, p>0.05; Figura 16F). EI nimero de
células inmunes en los vasos sanguineos solamente se redujo en la médula derecha por el estrés
cronico (F (11,23 = 14.61, p<0.05), pero no por la dieta alta en sacarosa (F (1,1, 23) = 0.58, p>0.05) 0
la interaccion (F (11, 23) = 0.98, p>0.05; Figura 16G). EI nimero de células inmunes en los vasos
sanguineos fue similar en la médula izquierda entre los grupos (estrés cronico, F (1, 1, 23y = 4.44,
p>0.05; ingesta alta de sacarosa, F (1123 = 0.06, p>0.05); interaccion, F (1123 = 0.95, p>0.05;
Figura 16H).
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Figura 14. Porcentaje de proliferacion. A) ZG derecha; B) ZG izquierda; C) ZF derecha; D) ZF izquierda;
E) ZR derecha; F) ZR izquierda; G) Médula derecha; H) Médula izquierda. Se muestra la mediate.e. Letras
diferentes, p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30%
(S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/grupo).
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sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/grupo).
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7.1.4 Parametros Hormonales

El estrés cronico incrementa la concentracion de corticosterona en el grupo St, comparado
con los grupos C, S30 y S30/St (F (1, 1, 23 = 11.38, p<0.05; Figura 17A), sin observar
modificaciones por la dieta alta en sacarosa (F (1, 1, 23 =3.09, p>0.05; Figura 17A), o la
interaccion (F (1, 1, 23y = 3.54, p>0.05; Figura 17A), Por otro lado, el estres cronico no modifica las
concentraciones de leptina (F (1, 1, 31 = 2.28, p>0.05; Figura 17B), pero la dieta alta en sacarosa
incrementa la concentracion de leptina en el grupo S30 comparado con los grupos C, St, y S30/St
(F @, 1,31 = 9.83, p<0.05; Figura 17B), sin observar modificaciones por la interaccion de ambos
factores (F (1, 1,31y= 0.60, p>0.05; Figura 17B).
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Figura 17. Parametros hormonales. A) Corticosterona, B) Leptina. Se muestra la media + e.e. Letras diferentes,
p<0.05. Anova dos vias Newman-Keuls post-hoc. Grupo control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al
30% maés estrés (S30/St). (n=6-8/grupo).
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7.2 Segundo mes

7.2.1 Parédmetros de crecimiento
La ganancia de peso corporal disminuye por el estrés cronico (F (1, 1, 31= 21.34, p<0.05), sin

observar modificaciones por la dieta alta en sacarosa (F ¢, 1, 3= 0.59, p>0.05), o por la
interaccion de ambos factores (F (1,1,31= 0.26, p>0.05; Tabla3). La ingesta de alimento disminuye
por el estrés cronico (F (1,131= 25.57, p<0.05), por la dieta alta en sacarosa (F (i, 1, 31= 39.71,
p<0.05), y por la interaccion (F (1131= 4.05, p<0.05; Tabla3). La ingesta total de calorias
disminuye por el estrés cronico en el grupo St (F (1,1,31= 10.77, p<0.05), incrementan por la dieta
alta en sacarosa (F (11, 31y= 64.78, p<0.05; Tabla3), sin observar modificaciones por la interaccion
de ambos factores (F (1131)= 0.53, p>0.05; Tabla3), sin modificar la ingesta de agua (estres
cronico, F (1,1, 31= 0.45, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,1,31= 7.81, p>0.05, interaccion, F (1,1,
an= 0.02, p>0.05; Tabla3), resultados similares se observan con los niveles de glucosa (estrés
cronico, F (1,1,31= 0.05, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,1,31)= 0.22, p>0.05; interaccion, F (1,
a1y= 0.006, p>0.05; Tabla3).

7.2.2 Adiposo Visceral
El indice de adiposidad es similar entre grupos (estrés cronico, F (1, 1, 31= 0.43, p>0.05; dieta alta

en sacarosa, F (1, 1, 3a1)= 2.63, p>0.05; interaccion, F (1, 1, sn= 0.01, p>0.05; Figura 18A).
Resultados similares se observan con el tejido adiposo visceral (estrés cronico, F (i, 1, 31y= 1.66,
p>0.05; dieta alta en sacarosa, F ¢, 1, 3= 3.69, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 3= 0.03, p>0.05;
Figura 18B).
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Parametros S St S30 S30/St
Ganancia de peso corporal 212 +11° 170 +6° 209 +9° 157 #13°
(9)

Ingesta de alimento 9 #0.2° 8 +0.2° 4 #0.2° 3 #0.1°
(9/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta de agua 19 =+1° 19 +1° 21 +1° 21 =+1°
(mL/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta caldrica (kcals) 31 +1° 26 +1° 39 +1° 37 +1°
Glucosa (mg/dL) 106 +8° 110 +7° 108 +5° 112 +12°

Tabla3. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta calérica y glucosa. Se muestra la
mediate.e. Letras diferentes, p<0.0001; p<0.001; ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés
(St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).
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Figura 18. Indice de adiposidad (A) y tejido adiposo visceral (B). Se muestra la mediate.e. Sin diferencias
significativas. p>0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30),
sacarosa al 30% maés estrés (S30/St) (n=8/grupo)

7.2.3 Peso y caracteristicas histologicas de la glandula adrenal
Peso de la glandula adrenal: El peso de la glandula adrenal derecha es similar entre grupos

(estrés cronico, F (1, 1, 3= 0.98, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 3= 001, p>0.05;
interaccion, F ¢, 1, 31= 0.42, p>0.05; Figura 19A), resultados similares se observan con en el peso
de la glandula adrenal izquierda (estrés cronico, F ¢, 1, 31)= 4.22, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F

,1,31= 0.12, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31)= 0.03, p>0.05; Figura 19B).
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Figura 19. Peso de las glandulas adrenales derecha (A) e izquierda (B) al primer mes. Se muestra la media +
e.e. Sin diferencias significativas p>0.05, Anova dos vias Newman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St),
sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo)

7.2.3.2 Caracteristicas histolégicas de la glandula adrenal
Los nucleos y citoplasma de las células de la corteza de la glandula adrenal derecha e izquierda

estan bien delimitados (Figura 20A-H). Los nucleos y citoplasmas de la médula adrenal derecha e

izquierda estan bien delimitados y fueron similares entre grupos (Figura 201-R).

Espesor de las capas: El espesor de la Zona Glomerular (ZG) disminuye por el estrés cronico en
comparacion con los grupos C y S30 (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 29.52, p<0.05; glandula
izquierda, F (1, 1,31y = 33.11, p< 0.05; Figura 20S y T). Sin observar diferencias por la dieta alta en
sacarosa en la glandula derecha (F (1, 1, 31y = 0.05, p>0.05; Figura 20S), pero en la glandula
izquierda, la dieta alta en sacarosa disminuye el espesor en el grupo S30 con respecto al grupo C
(F @ 1,31 = 6.56, p<0.05; Figura 20T). No observamos diferencias por la interaccion de ambos
factores (glandula derecha, F (1, 1,31y = 0.22, p>0.05; glandula izquierda, F (1,1, 31y = 1.03, p>0.05;
Figura 20S y T). En la zona fascicular (ZF), no observamos diferencias por el estrés crénico
(glandula derecha, F (1, 1, 31y = 2.96, p>0.05; glandula izquierda,F (¢, 1, 31y= 10.89; p<0.05; Figura
20U y V), por la dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 0.23, p>0.05; glandula
izquierda, F (1, 1, 31y = 0.80, p>0.05; Figura 20U y V), o por la interaccion de ambos factores
(glandula derecha, F (1, 1,31y = 0.59, p>0.05; glandula izquierda, F (1,1, 31y = 0.12, p>0.05; Figura

20U y V). Resultados similares se observaron con el espesor de zona reticular (ZR) de la glandula
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derecha e izquierda (estrés cronico, F (1, 1, 31y = 0.15, p>0.05; F (1, 1, 3 = 3.68, p>0.05;
respectivamente; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 31y = 1.92, p>0.05; F (1, 1, 33 = 0.27, p>0.05;
respectivamente; interaccion, F (1, 1,31y = 0.57, p>0.05; F 1, 1, 31 = 1.12, p>0.05; respectivamente,
Figura 20W y X). El area de la médula, no mostré diferencias por el estrés crénico (glandula
derecha, F (1, 1,31y = 0.81, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1,31y = 1.54, p>0.05; Figura 20Y y Z), la
dieta lata en sacarosa (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 4.91, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 31) =
1.48, p>0.05; Figura 20Y y Z) e interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 1.002, p>0.05;
glandula izquierda, F (1,1, 31 = 0.44, p>0.05; Figura 20Y y Z).

Densidad celular: En la ZG, la densidad celular no se vié afectada por el estrés cronico, la dieta
alta en sacarosa, o0 la interaccion entre ambos factores (glandula derecha, F (1, 1,31 = 2.73, F (1,131
= 0.83, F (1,1,31) = 0.83, p>0.05; glandula izquierda, F (11,31 = 0.45, F (1,1,31) = 0.20, F (3, 1,31) =
0.90, p>0.05; Figuras 21A y B). En la ZF, el estrés crénico incrementa la densidad celular en los
grupos St y S30+St comparados con los grupos C y S30 respectivamente (glandula derecha, F (i,
1, 31) = 55.94, p<0.05; glandula izquierda, F (1131) = 15.27, p<0.05; Figuras 215C y D), sin
observar diferencias por la dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F 1131y = 2.16, p>0.05;
glandula izquierda, F 1131y = 0.22, p>0.05; Figuras 21C y D), o por la interaccion entre ambos
factores (glandula derecha, F (1,131) = 0.20, p>0.05; glandula izquierda, F (1,1,31) = 0.25, p>0.05;
Figuras 21C y D). En la ZR, la densidad celular incrementa por el estrés cronico en la glandula
derecha (estrés cronico, F 1131y = 4.81, p<0.05; Figura 21E), pero no se modifica en la glandula
adrenal izquierda (estrés cronico, F 131y = 0.07, p>0.05; Figura 21F), sin observar
modificaciones por la dieta o por la interaccion de ambos factores (glandula derecha, F (1131
=7.01, F (1.1,31) = 1.09, p>0.05; glandula izquierda, F (1131)= 3.81, F (1,1,31) = 0.15, p>0.05; Figuras
21E y F). En la médula, la densidad celular no se vio afectada por el estrés cronico, la dieta alta
en sacarosa, o la interaccion entre ambos factores (glandula derecha, F 1,131y = 1.44, F (1131) =
0.04, F (1,1,31) = 0.56, p>0.05; glandula izquierda, F (11,31y= 1.02, F (1,1,31) = 1.58, F (1,1,31)= 0.26,
p>0.05; Figuras 21G y H).

Tamafio de las células: En la ZG, el porcentaje de células con una superficie de <60 pm®
incrementa en el grupo St, comparado con los grupos C y S30/St (p>0.05; Figura 22A). Sin
embargo, el grupo S30 tiene menos células <60 pm? que el grupo S30/St (p>0.05; Figura 22A).
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Por el contrario, el porcentaje de células >61 pm? disminuye en el grupo St respecto a los grupos
C y S30/St (p>0.05; Figura 22A y B), y son més grandes en el grupo S30 que en el grupo S30/St

2 incrementa en el

(p>0.05; Figura 22A). En la glandula izquierda, el nimero de células <60 um
grupo St respecto a los grupos C y S30/St y disminuye en los grupos S30 y S30/St comparados al
grupo C (p>0.05; Figura 22B). Por el contrario, el porcentaje de células >61 um?® disminuye en el
grupo St respecto a los grupos C y S30/St y son méas grandes en los grupos S30 y S30/St, que en
el grupo C (p>0.05; Figura 22B). El porcentaje de células <100 pm?y >101 pm?en la ZF derecha
es similar entre grupos (p>0.05; Figura 22C). Sin embargo, en la ZF izquierda el porcentaje de
células <100 um? disminuye en el grupo S30 respecto al grupo C (p<0.05; Figura 22D). Por el
contrario el porcentaje de células >101 pum?® es mayor en el grupo S30 que en los grupos C y
S30/St (p<0.05; Figura 22D). El porcentaje de células <60 pm? en la ZR derecha, disminuye en el
grupo S30 respecto al grupo C, pero disminuye ain mas en el grupo S30/St que en los grupos C y
S30 (p<0.05; Figura 22E). Por el contrario, el porcentaje de células >61 um? incrementa en el
grupo S30 comparado con el grupo C. y son mas grandes en el grupo S30/St, que en los grupos C
y S30/St (p<0.05; Figura 22E). En la ZR izquierda, el porcentaje de células <60 pm? disminuye
en el grupo S30, respecto al grupo C; pero son méas pequefias aun en el grupo S30/St que en los
grupos C y St (p<0.05; Figura 22F). Por el contrario, el porcentaje de células >61 umz incrementa
en el grupo S30, respecto al grupo Ct; pero son méas grandes aun en el grupo S30/St que en los
grupos C y St (p<0.05; Figura 22F). En la médula derecha, el porcentaje de células <80 pmz fue
menor para el grupo S30/St, respecto a los grupos C, St, y S30 (p<0.05; Figura 22G). Por el
contrario, el porcentaje de células >81 um? incremento en el grupo S30/St comparado con los
grupos C, Sty S30 (p<0.05; Figura 22G). Sin embargo, en la medula izquierda, el porcentaje de
células <80 umz disminuye en el grupo St respecto al grupo C (p<0.05; Figura 22H), pero
disminuye aun mas en el grupo S30/St, comparado con los grupos C, St y S30 (p<0.05; Figura
22H). Por el contrario, el porcentaje de células >81 pm? incremento solamente en el grupo St

respecto a los grupos C y S30/St (p<0.05; Figura 22H).
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Figura 20. Histologia y espesor de la corteza y medula adrenal. Derecha: A) Corteza adrenal grupo C; B) Corteza adrenal grupo St; C) Corteza adrenal grupo S30; D)
Corteza adrenal grupo S30/St. Izquierda: E) Corteza adrenal grupo C; F) Corteza adrenal grupo St; G) Corteza adrenal grupo S30; H) Corteza adrenal grupo S30/St.
Médula Derecha: 1) Grupo C; J) Grupo St; K) Grupo S30; L) Grupo S30/St. Izquierda: N) Grupo C; P) Grupo St; Q) Grupo S30; R) Grupo S30/St. Espesor: S) ZG
derecha; T) ZG izquierda; U) ZF derecha; V) ZF izquierda; W) ZR derecha; X) ZR izquierda; Y) Médula derecha; Z) Médula izquierda. Tricrdmica de Masson; g zona
glomerular; f zona fascicular; r zona reticular; m Médula, asteriscos Vasos sanguineos. Barra=50um; Se muestra la mediate.e. Letras diferentes, p<0.05, ANOVA de dos

vias Neman-Keuls post-hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).

70



Derecha Izquierda

150+ 150
] ]
= =
= =
& 1004 2 1004
ZG E a =
= a a a = L a a
w wn . = — a
g ] EI . Ij . E ) i -
0- 0-
150- 150-
— —
= =
= =
S 1004 5 g 100
- = b = b ab
zr 3 E
= a . = e .
s 50 SEo £ 50+ —
= =
0- o-
150+ b 150+
B Bt
= =
= = a
= 1004 L a S 100+ a
s I - b a
ZR = 2 = = 8
= =
Z 50 Z 504
L Qe
= =
0- o-
150 150
il )
= =
= =
S 100 < 1001
rs a
Médula = = -
= a =
= a a = a a a
‘@ 50 ‘= 50
= =
L 5
0- . 0~ .
C St S30 S30/5t C St S30 S30/St

Figura 21. Densidad celular. A) ZG derecha; B) ZG izquierda; C) ZF derecha; D) ZF izquierda; E) ZR
derecha; F) ZR izquierda; G) Médula derecha; H) Médula izquierda. Se muestra la mediate.e. Letras
diferentes, p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls pos hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30%
(S30). sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/aruno).
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Figura 22. Tamafio de las células. A) ZG derecha; B) ZG izquierda; C) ZF derecha; D) ZF izquierda; E)
ZR derecha; F) ZR izquierda; G) Médula derecha; H) Médula izquierda. Se muestra el porcentaje de celulas.
Letras diferentes, p<0.05, se realizd una prueba de Chi-cuadrada seguida de una prueba de Fisher. Control
(C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/grupo).
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Porcentaje de proliferacion: En la ZG, el porcentaje de proliferacion fue similar entre
grupos y glandulas derecha e izquierda (estrés cronico, F (1, 1, 23y = 0.01, p>0.05; F (1,1, 23y = 0.009,
p>0.05, respectivamente; dieta alta en sacarosa, F ¢, 1, 23 = 1.86, p>0.05; F 1, 1, 23y = 0.001,
p>0.05; respectivamente; interaccion, F ¢, 1, 23 ) = 1.74, p> 0.05; F (1, 1, 23y = 2.61, p>0.05;
respectivamente; Figuras 23A y B). En la ZF, no se observaron diferencias por el estrés crénico
(glandula derecha, F (1, 1, 23 = 0.40, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23 = 0.84, p>0.05; Figura
23C y D), la dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F (1, 1,23 = 0.77, p>0.05; glandula izquierda,
F @ 1,23 = 1.70, p>0.05; Figura 237C y D) o por la interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 23y = 0.02,
p>0.05; glandula izquierda, F (1,1, 23 = 0.75, p>0.05; Figura 23C y D). En la ZR, el porcentaje de
proliferacion fue similar entre los grupos y glandulas derecha e izquierda (estrés cronico, F (1, 1, 23
= 0.04, p>0.05; F (1,1, 23 = 1.31, p>0.05, respectivamente; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23y = 0.06,
p>0.05; F (1,1, 23y = 0.70, p>0.05; respectivamente; interaccion, F (1, 1,23) = 0.27, p> 0.05; F (1, 1, 23)
= 1.41, p>0.05; respectivamente; Figuras 23E y F). En la médula, no se observaron diferencias en
el porcentaje de proliferacion en la glandula derecha (estrés cronico, g, 1, 23 = 0.31, p>0.05; dieta
alta en sacarosa, F (1,1, 23 = 3.26, p>0.05; interaccion, F (1, 1,23 = 1.72, p>0.05; Figura 23G) o en
la glandula izquierda (estrés cronico, F (1, 1, 23y = 0.21, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23) =
2.02, p> 0.05; interaccion, F (1, 1, 23y = 1.35, p>0.05; Figura 23H).

Vasos sanguineos: El area cubierta por los vasos sanguineos en la ZR, no presento
diferencias en la glandula derecha (estrés cronico, F (1, 1,23 = 0.26, p>0.05; dieta alta en sacarosa,
F @, 1,23 = 1.55, p>0.05; o la interaccion, F (1, 1,23 = 10.05, p>0.05; Figura 24A), o en la glandula
izquierda (estrés cronico, F (1, 1,23 = 0.05, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1,1, 23) = 2.28, p>0.05;
interaccion, F (1, 1, 23 = 0.13, p>0.05; Figura 24B). En la médula, el area cubierta por los vasos
sanguineos en la glandula adrenal derecha fue similar entre grupos (estrés cronico, F (1, 1, 23) =
0.09, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23y = 4.39, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 23y = 0.88,
p>0.05; Figura 24C). Sin embargo, en la médula izquierda, el area cubierto por los vasos
sanguineos disminuye por el estrés cronico en comparacion con el grupo C (F (1, 1, 23 = 6.17,
p<0.05; Figura 24D) y por la dieta alta en sacarosa en comparacion con el grupo S30/St (F (1, 1, 23)
= 32.97, p<0.05; Figura 24D), pero no por la interaccion (F (1, 1, 23y = 0.96, p>0.05; Figura 24D).
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Infiltracion de células inmunes: ElI nimero de células inmunes dentro de los vasos
sanguineos incrementan por el estrés cronico en la ZG (glandula derecha, F (1, 1, 23y = 30.03,
p<0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23) = 24.46, p<0.05; Figura 25A y B). Aunque, la dieta alta en
sacarosa no muestra diferencias significativas en el ndmero de células inmunes (glandula
derecha, F (1,1, 23 = 0.73, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23y = 0.74, p>0.05; Figura 25A y B),
el grupo S30 tiene mas namero de células inmunes, respecto al gupo C en al glandula derecha
(p<0.05; Figura 25A). Por otro lado, la interaccion incrementa el nimero de células en el grupo
S30/St respecto al grupo C en la glandula derecha (F (1, 1, 23y = 10.23, p<0.05; Figura 25A), sin
observar diferencias en la glandula izquierda (F (1, 1, 23) = 3.85, p>0.05; Figura 25B). En la ZF, el
namero de células inmunes dentro de los vasos sanguineos incrementa por el estrés cronico en el
grupo St, respecto al grupo C en la glandula derecha (F (1, 1, 23y = 10.87, p<0.05; Figura 25C). Esta
variable es mayor en los grupos de estrés cronico comparados con los grupos C y S30 en la
glandula izquierda (F (1, 1, 23 = 10.84, p<0.05; Figura 25D), sin observar diferencias por la dieta
(glandula derecha, F (1, 1, 23y = 0.08, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23 = 0.59, p>0.05; Figura
25C y E), o por la interaccion de ambos factores (glandula derecha, F (1, 1, 23 = 2.08, p>0.05;
glandula izquierda, F (1, 1, 23y = 1.70, p>0.05; Figura 25C y E). En la ZR, el estrés cronico
incrementa el nimero de células inmunes en el grupo St, respecto a los grupos C y S30/St en la
glandula derecha (F (1, 1, 23 = 30.87, p<0.05; Figura 25E), esta variable es mayor en los grupos de
estrés cronico comparados con los grupos C y S30 en la glandula izquierda (F (1, 1, 23y = 14.34,
p<0.05; Figura 25F). Por el contrario, el nimero de células inmunes en la glandula derecha
disminuye por la dieta alta en sacarosa en los grupos S30 y S30/St comparados con el grupo C y
St respectivamente (F (1, 1, 23y = 17.68, p<0.05; Figura 25E), sin observar modificaciones en la
glandula izquierda (F (1,1, 23 = 0.02, p>0.05; Figura 25F), tampoco observamos diferencias por la
interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 23y = 0.18, p>0.05; glandulal izquierda, F @, 1, 23y = 0.27,
p>0.05; Figura 25E y F). EI nimero de células inmunes dentro de los vasos sanguineos es similar
en la médula derecha e izquierda (estrés cronico, F (1, 1, 23y = 1.36, p>0.05; F (1, 1, 23y = 0.94,
p>0.05, respectivamente; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23y = 0.006, p>0.05; F (1, 1, 23 = 1.16,
p>0.05, respectivamente; interaccion, F @, 1, 23 = 0.95, p>0.05; F (1, 1, 23 = 2.97, p>0.05,
respectivamente; Figuras 25G y H).
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muestra la mediate.e. Letras diferentes, p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc Control (C), estrés
(St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/grupo).
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7.2.4 Parametros Hormonales
El estrés cronico no afecto la concentracion de corticosterona (F (1, 1, 31 = 0.00002, p>0.05; Figura

25A), sin embargo, la dieta alta en sacarosa disminuye la concentracion de corticosterona en los
grupos S30 y S30/St comparados con los grupos C y St respectivamente (F (i, 1, 31y = 15.82,
p<0.05; Figura 25A), sin observar modificaciones por la interaccion (F (1, 1, 31y = 0.15, p>0.05;
Figura 25A). La concentracion de leptina fue similar entre grupos (estres cronico, F (1, 1,31y = 0.41,
p>0.05; dieta alta en sacarosa, F ¢, 1, 31y = 0.86, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31y = 0.08, p>0.05;
Figura 25B).
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Figura 25. Concentracion de Corticosterona. Se muestra la media * e.e. Letras diferentes, p<0.05. Anova dos vias
Newman-Keuls post-hoc. Grupo control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St).
(n=8/grupo).
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7.3 Tercer mes

7.3.1 Parametros de crecimiento
Aunqgue la ganancia de peso corporal muestra diferencias por el estres conico (F (1, 1, 31) =

4.30, p<0.05; Tabla4), no observamos diferencias entre grupos (p>0.5), sin observar diferencias
por la dieta alta en sacarosa (F (1, 1, 31 = 0.08 p>0.05; Tabla4) o la interaccion (F (, 1,31y = 0.77,
p>0.05; Tabla4). Aunque el estrés no muestra diferencias significativas en la ingesta de alimento
(F 1,1 ,31)= 3.10, p>0.05; Tabla4), el grupo St consume menos alimento respecto al grupo C. Por
otro lado, la dieta alta en sacarosa disminuye el consumo de alimento en los grupos S30 y S30/St
comparado con los grupos C y St, respectivamente (F (1, 1, 31y = 129.35, p<0.05; Tabla4), sin
observar modificaciones por la interaccion entre ambos factores (F (1, 1, 31y = 2.24, p>0.05;
Tabla4). La ingesta de calorias no muestra diferencias por el estrés cronico (F (1, 1, 31y = 3.84,
p>0.05; Tabla4); sin embargo, la dieta alta en sacarosa incrementa la ingesta calérica en los
grupos S30 y S30/St comparados con los grupos C y St, respectivamente (F (1, 1, 31) = 43.15,
p<0.05; Tabla4), sin observar modificaciones por la interaccion entre ambos factores (F (1,1, 31) =
0.05, p>0.05; Tabla4). El estrés crénico disminuye la ingesta de agua en el gupo St respecto a los
grupos C y S30/St (F (1, 1, 31y = 8.94, p<0.05; Tabla4), sin observar diferencias por la dieta alta en
sacarosa (F (1, 1, 31) = 3.46, p>0.05; Tabla4) o la interaccion (F (1, 1, 31y = 1.89, p>0.05; Tabla4).
Tampoco observamos diferencias en con los niveles de glucosa (estrés cronico, F (1, 1, 31y = 0.04,
p>0.05; dieta alta en sacaros, F (1, 1, 31y = 2.94, p>0.05; interaccion, F ¢, 1, 31y = 0.07, p>0.05;
Tabla4).

7.3.2 Adiposo Visceral
No observamos diferencias en el indice de adiposidad por el estrés cronico (F (1,131 =

2.24, p>0.05; Figura 26A). Sin embargo, la dieta alta en sacarosa incrementa el indice de
adiposidad en el grupo S30 respecto a los grupos St y S30/St (F (1, 1, 31 = 11.86, p<0.05; Figura
26A), sin observar diferencias por la interaccion (F (1, 1, 31y = 4.11, p>0.05; Figura 26A).
Resultados similares se observan con el tejido adiposo visceral (estrés cronico, F (i, 1, 31) = 7.44,
p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (11, 31 = 11.39, p<0.05; interaccion, F (1, 1, 33 = 6.12, p>0.05;
Figura 26B).
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Parametros C St S30 S30/St
Ganancia de peso corporal 244 +11° 226 +10° 262 +17° 217 +20°
(9)

Ingesta de alimento 7 #0.2° 6 +0.5° 3 #0.2° 3 #0.5°
(9/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta de agua 23 #1° 16 +1° 24 +2° 21 +1°
(mL/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta caldrica (kcals) 25 +1° 21 +2° 38 +3° 34 +2°
Glucosa (mg/dL) 114 +3° 111 +3° 103 +7° 103 +7°

Tabla4. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta caldrica y glucosa. Se muestra la
mediate.e. Letras diferentes diferencias significativas p<0.05; ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc.
Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).
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Figura 26. indice de adiposidad (A) y tejido adiposo visceral (B). Se muestra la mediate.e. Letras diferentes
diferencias significativas p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C), estrés (St), sacarosa al
30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo)

7.3.3 Peso y caracteristicas histologicas de la glandula adrenal
Peso de la glandula adrenal: El peso de la glandula adrenal aumenta por el estrés

cronico (adrenal derecha; F (1, 1, 31y = 260.48, p<0.05; adrenal izquierda; F (1, 1, 31y = 353.15,
p<0.05; Figura 27A y B), sin observar modificaciones por la dieta alta en sacarosa (adrenal
derecha; F (1,1, 31 = 0.38, p>0.05; adrenal izquierda; F (1, 1, 31 = 0.54, p>0.05; Figura 27A 'y B) 0
por la interaccion (adrenal derecha; F (1, 1, 31y = 0.38, p>0.05; adrenal izquierda; F (1, 1, 31y = 0.54,
p>0.05; Figura 27A y B).
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Figura 27. Peso de las glandulas adrenales derecha (A) e izquierda (B) al tercer mes. Se muestra la mediaze.e.
Letras diferentes, diferencias significativas p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post-hoc. Control (C),
estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).

7.3.3.2 Caracteristicas histologicas de la glandula adrenal
Los nucleos y citoplasma de las células de la corteza de la glandula adrenal derecha e

izquierda estan bien delimitados (Figura 28A-H). Los nlcleos y citoplasmas de la médula adrenal
derecha e izquierda estan bien delimitados y fueron similares entre grupos (Figura 28L-R),

observando la presencia de colageno en la medula adrenal derecha del grupo S30 (Figura 28K).

Espesor de las capas: El espesor de la Zona Glomerular (ZG), incrementa por el estrés
cronico en el grupo St, en comparacion con los grupos C y S30/St en la glandula derecha (F (11,
31) = 19.97, p<0.05; Figura 28S), esta variable incrementa en el grupo St respecto al grupo C en la
glandula izquierda (F (1,1,31) = 5.32, p<0.05; Figura 28T). Sin observar modificaciones por la dieta
alta en sacarosa (glandula derecha, F 1,131y = 3,10, p>0.05; glandula izquierda, F (11,31 = 0.002,
p>0.05; Figura 28S y T) o la interaccion de ambos factores (glandula derecha, F (11,31 = 5.96,
p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1,31 = 4.82, p>0.05; Figura 28S y T). En la zona fascicular (ZF),
el estres cronico no modifica el espesor (glandula derecha, F (1131 = 5.41, p>0.05; glandula
izquierda, F (1, 1, 31y = 4.55, p>0.05; Figuras 28U y V); la dieta alta en sacarosa disminuye el
espesor del grupo S30 respecto a los grupos C y S30/St en la glandula derecha (F (11,31y = 12.58;
p<0.05; Figura 28U), pero no modifica el espesor de la glandula izquierda (F (1131) = 0.71;
p>0.05; Figura 33V), sin observar modificaciones por la interaccion (glandula derecha, F (1,1,31) =

1.98, p>0.05; glandula izquierda, F (1131) = 0.52, p>0.05; Figura 28U y V). El espesor de zona
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reticular (ZR), no encontramos diferencias por el estrés cronico (glandula derecha, F (11,31 = 3.45,
p>0.05; glandula izquierda, F (1131 = 2.67, p>0.05; Figura 28W y X), sin encontrar diferencias
por la dieta alta en sacarosa en la glandula derecha (F (1131y = 1.00, p<0.05; Figura 28W), pero en
la glandula izqueirda, la dieta alta en sacarosa disminuye el espesor en los grupos S30 y S30/St
comparados con los grupos C y St respectivamente (F (1, 1, 31y = 33.23, p<0.05; Figura 28X). Por
otro lado, la interaccion disminuye el espesor de la glandula derecha en el grupo S30/St respecto
al grupo S30 (F (1,1,31)= 5.75, p<0.05; Figura 28W), sin observar diferencias por la interaccion en
la glandula izquierda (F (1, 1, 31y = 0.98, p>0.05; Figura 28X). El area de la médula, incrementa por
el estres cronico (glandula derecha, F (1, 1, 31y = 25.08, p<0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 31y =
31.25, p<0.05; Figura 28Y y Z), sin observar diferencias por la dieta alta en sacarosa (glandula
derecha, F (1, 1,31y = 0.08, p>0.05; glandula izquierda, F (1,131) = 3.84, p>0.05; Figura 28Y y Z), 0
la interaccion de ambos factores (glandula derecha, F (1, 1,31y = 0.003, p>0.05; glandula izquierda,
F @131 = 1.21, p>0.05; Figura 28Y y Z).

Densidad celular: En la ZG, la densidad celular incrementa por el estrés cronico en el
grupo St respecto al grupo C en la glandula derecha (F ¢, 1,31 = 12.60, p<0.05; Figura 29A), pero
en la glandula izquierda no observamos diferencias por el estrés cronico (F (1, 1,31y = 3.30, p>0.05;
Figura 29B). Sin observar diferencias por la dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F (1,1,31) =
0.67, p>0.05; glandula izqueirda, F (1, 1, 31y = 0.006, p>0.05; Figura 29A y B) o la interaccion
(glandula derecha, F ¢, 1, 31y = 0.61, p>0.05; glandula izquierda, F (1131) = 1.10, p>0.05; Figura
29A y B). En la ZF, el estrés incrementa la densidad celular en los grupos St y S30+St
comparados con el grupo C en la glandula derecha (F ¢, 1, 31y = 4.35, p<0.05) y en el grupo St
respecto al grupo C en la glandula izquierda (F (1, 1, 31y = 20.57, p<0.05; Figura 29C y D), aunque
la dieta alta en sacarosa no muesra diferencias (glandula derecha, F (1,131) = 1.00, p<0.05;
glandula izquierda, F (1,131) = 0.004, p>0.05; Figura 29C y D), el grupo S30 presenta mas células
en comparacion con el grupo C en la glandula derehca (p<0.05; Figura 29C), sin observar
diferencias por la interaccion (glandula derecha, F (1, 1,31 = 7.31, p>0.05; glandula izquierda, F (,
1,31) = 3.06, p>0.05; Figura 29C y D). En la ZR, el estres cronico incrementa la densidad celular
en los grupos St y S30/St comparados con los grupos C y S30 respectivamente, en la glandula

derecha (F (1,1,31) = 30.82, p<0.05; Figura 29E) y en el grupo St respecto al grupo C en la glandula
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izquierda (F (1,131 = 12.98, p<0.05; Figura 29F), sin observar diferencias significativas por la
dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F (1131) = 2.25, p>0.05; glandula izquierda, F (1131 =
0.001, p>0.05;Figura 29E y F) o la interaccion (glandula derecha, F (1,131) = 2.90, p>0.05;
glandula izquierda, F (1131) = 0.66, p>0.05;Figura 29E y F). En la médula derecha, la densidad
celular incrementa por el estres en el grupo St comparado con el grupo C (F (1,1,31) = 8.36, p<0.05;
Figura 29G), sin observar diferencias por la dieta alta en sacarosa (F (11,31) = 1.45, p>0.05; Figura
34G) o por la interaccion (F @, 1, 31y = 3.30, p>0.05; Figura 29G). Por otro lado, la densidad
celular en la médula adrenal izquierda es similar entre grupos (estrés cronico, F (1,131 = 4.38,
p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1131) = 1.24, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 31y = 0.31, p>0.05;
Figura 29H).

Tamario de las células: En la ZG, el porcentaje de células en la gldndula derecha con una
superficie de <60 um?® disminuye en el grupo S30, respecto al grupo S30/St (p<0.05; Figura

2 incrementa en el grupo S30, respecto al

30A). Por el contrario, el porcentaje de células >61 pm
grupo S30/St (p<0.05; Figura 30A). En la glandula izquierda, el porcentaje de células <90 pm?
incrementa en el grupos St, comparado con el grupo C (p<0.05; Figura 30B), pero incrementa
aun mas en el grupo S30/St respecto al grupo St (p<0.05; Figura 30B); sin embargo, el porcentaje
de células en esta area disminuye en el grupo S30, respecto a los grupos C y S30/St (p<0.05;
Figura 30B). Por el contrario, el porcentaje de células >91 pum? disminuye en el grupo St, respecto
al grupo C (p<0.05; Figura 30B), pero disminuye ain mas en el grupo S30/St comparado con los
grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30B). Sin embargo, el porcentaje de células en esta area
incrementa en el grupo S30, respecto a los grupos C y S30/St (p<0.05; Figura 30B). El porcentaje
de células <100 umz en la ZF derecha incrementa en los grupos St 'y S30/St respecto a los grupos
C y S30 respectivamente (p<0.05; Figura 30C). Por el contario, el porcentaje de células >101
um? disminuye en los grupos St y S30/St, respecto a los grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30C).
Resultados similares se observaron en la ZF izquierda (p<0.05; Figura 30D). El porcentaje de
células <60 umz en la ZR derecha, incrementa en los grupos St y S30/St, con respecto a los
grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30E). Por el contario, el porcentaje de células >61 pm?
disminuye en los grupos St y S30/St, con respecto a los grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30E).
Resultados similares se observaron en la ZR izquierda (p<0.05; Figura 30F). El porcentaje de

83



células <100 pm? en la medula derecha, incrementa en los grupos St y S30/St, con respecto a los
grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30G). Por el contario, el porcentaje de células >101 pum?
disminuye en los grupos St y S30/St, con respecto a los grupos C y S30 (p<0.05; Figura 30G).

Resultados similares se observaron en la médula izquierda (p<0.05; Figura 30H).
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Figura 28. Histologia y espesor de la corteza y medula adrenal. Derecha: A) Corteza adrenal grupo C; B) Corteza adrenal grupo St; C) Corteza adrenal grupo S30; D)
Corteza adrenal grupo S30/St. lzquierda: E) Corteza adrenal grupo C; F) Corteza adrenal grupo St; G) Corteza adrenal grupo S30; H) Corteza adrenal grupo S30/St.
Médula Derecha: 1) Grupo C; J) Grupo St; K) Grupo S30; L) Grupo S30/St. Izquierda: N) Grupo C; P) Grupo St; Q) Grupo S30; R) Grupo S30/St. Espesor: S) ZG
derecha; T) ZG izquierda; U) ZF derecha; V) ZF izquierda; W) ZR derecha; X) ZR izquierda; Y) Médula derecha; Z) Médula izquierda. Tricromica de Masson; g zona
glomerular; f zona fascicular; r zona reticular; m Médula, asteriscos VVasos sanguineos. Barra=50um; Se muestra la mediate.e. Letras diferentes, p<0.05, ANOVA de dos

vias Neman-Keuls pos hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=8/grupo).
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Porcentaje de proliferacion: En la ZG derecha, el porcentaje de proliferacion incrementa
por el estrés cronico (F (1,123 = 17.36, p<0.05; Figuras 31A). Por otro lado, no observamos
diferencias en el porcentaje de proliferacion en la ZG de la glandula izquierda por el estres
cronico (F (1, 1,23y = 0.57, p>0.05; Figuras 31B), ni por la dieta alta en sacarosa (glandula derecha,
F @ 1,29 = 1.10, p>0.05; glandula izquierda, F 1, 1, 23y = 6.44, p>0.05; Figuras 31A y B) o por la
interaccion entre ambos factores (glandula derecha, F (1, 1, 23) = 0.15, p> 0.05; glandula izquierda,
F @ 1 23 = 0.17, p>0.05; Figuras 31A y B). En la ZF derecha, el estrés cronico incrementa el
porcentaje de proliferacion en los grupos St y S30/St, comparados con los grupos C y S30,
respectivamente (F (1, 1, 23y = 17.78, p<0.05; Figura 31C), sin observar diferencias por el estrés
cronico en la glandula izquierda (F ¢, 1, 23y = 2.25, p>0.05; Figura 31D), ni por la dieta alta en
sacarosa en la glandula derecha (F (1,1, 23y = 2.66, p>0.05; Figura 31C). Sin embargo, el porcenaje
de proliferacion incrementa por la dieta alta en sacarosa en los grupos S30 y S30/St comparados
con los grupos C y St, respectivamente, en la glandula izquierda (F (1,1, 23 = 8.51, p<0.05; Figura
31D), sin observar diferencias por al interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 23 = 0.001, p>0.05;
glandula izquierda, F (1, 1, 23 = 0.84, p>0.05; Figura 31C y D). En la ZR, el estrés cronico
incrementa el porcentaje de proliferacion en el grupo S30/St respecto al grupo Sty S30 (F (1, 1, 23)
= 23.75, p<0.05; Figura 31E), y en la glandula izquierda respecto al grupo St (F (1123 = 8.79,
p<0.05; Figura 31F), no observamos diferencias por la dieta alta en sacarosa en el glandula
derecha (F (1,123) = 10.25, p>0.05; Figura 31E), pero la dieta alta en sacarosa incrementa el
porcentaje de proliferacion en el grupo S30 repecto al grupo C en la glandula izquierda (F 1, 1, 23)
= 8.79, p<0.05; Figura 31F), sin observar diferencias por la interaccion (glandula derecha, F (11,
23) =3.98, p> 0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23y = 0.021, p>0.05;Figura 31E y F). No observamos
diferencias por el estrés cronico en la médula (glandula derecha, F (1,123 = 1.65, p>0.05; glandula
izquierda, F (1123 = 4.40, p>0.05; Figura 31G y H), ni por la dieta alta en sacarosa (glandula
derecha, F (11,23) = 0.16, p>0.05; glandula izquierda, F (1123 = 0.40, p> 0.05; Figura 31G y H) o
por la interaccion (glandula derecha, F (1,123 = 1.95, p>0.05; glandula izquierda, F (1,123 = 6.69,
p>0.05; Figura 31G y H).

Vasos sanguineos: En la ZR, el estrés cronico disminuye el area cubierta por los vasos

sanguineos en el grupo S30/St comparado con el grupo S30 en la glandula derehca (F (1, 1, 23) =
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0.40, p>0.05; Figura 32A), y el grupo St respecto al grupo C en la glandula izquierda (F (1, 1, 23) =
29.39, p<0.05; Figura 32B), en la glandula derecha, la dieta alta en sacarosa incrementa el area
cubiera por los vasos sanguineos en el grupo S30 respecto al grupos S30/St (F (1,1,23) = 7.37,
p<0.05; Figura 32A), pero disminuye en el grupo S30 respecto al grupo C en la glandula
izquierda (F (1123 = 2.96, p<0.05; Figura 32B), sin observar diferencias por la interaccion
(glandula derecha, F (1123 = 0.13, p>0.05; glandula izquierda, F (1123 = 16.29, p<0.05; Figura
32A y B). En la médula, el estrés cronico disminuye el area cubierta por los vasos sanguineos
(glandula derecha, F (1123 = 27.74, p<0.05; glandula izquierda, F (1,123 = 101. 67, p>0.05;
Figura 32C y D), pero no hubo diferencias por la dieta alta en sacarosa en la glandula derecha (F
1,23 = 0.004, p>0.05; Figura 32C), pero la dieta alta en sacarosa disminuye el area cubierta por
los vasos en el grupo S30 respecto al grupo C (F (1,1,23) = 10.02, p>0.05; Figura 32D), sin observar
cambios por la interaccion (glandula derecha, F (1,123 = 0.00009, p>0.05; glandula izquierda, F (1,
1,23) = 4.46, p>0.05; Figura 32C y D).

Infiltracién de células inmunes: EI nimero de células inmunes en los vasos sanguineos
de la ZG derecha, disminuye por el estrés crénico en el grupo S30/St con respecto al grupo S30
(F @, 1,23 = 9.37, p<0.05; Figura 33A), aunque la variable de estrés cronico muestra diferencias
significativas en el nimero de células inmunes en la glandula izquierda (F (1, 1, 23 = 11.38,
p<0.05; Figura 33B), no observamos diferencias entre grupos. Por otro lado, aunque, la dieta alta
en sacarosa no muestra diferencias (glandula derecha (F (1, 1, 23 = 0.40, p>0.05; glandula
izquierda, F (1,1, 23y = 3.51, p>0.05; Figura 33A y B), el niumero de células inmunes es mayor en el
grupo S30 respecto a los grupos C y S30/St en la glandula izquierda (p<0.05; Figura 33A), sin
observar diferencias por la interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 23 = 2.05, p>0.05; glandula
izquierda, F (1, 1, 23y = 1.65, p>0.05; Figura 33A y B). En la ZF, no observamos diferencias por el
estrés cronico en la glandula derecha (F (1, 1, 23y = 3.79, p>0.05; Figura 33C), por otro lado, aunque
el estrés cronico muestra diferencias significativas en la glandula izquierda (F ¢, 1, 23 = 18.31,
p<0.05; Figura 33D), no observamos diferencias entre grupos. Aunque, no observamos
diferencias por la dieta alta en sacarosa (glandula derecha, F (1, 1, 23y = 0.18, p>0.05; glandula
izquierda, F (1, 1, 23) = 2.52, p>0.05; Figura 33C y D), el nimero de células inmunes es mayor en

el grupo S30 respecto al grupo S30/St en la glandula izquierda (p<0.05; Figura 33D), sin
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observar diferencias por la interaccion (glandula derecha, , F ¢, 1, 23 = 2.40, p>0.05; glandula
izquierda, F (1, 1, 23y = 0.73, p>0.05, Figura 33C y D). En la ZR, no observamos diferencias
significativas enn el nimero de células inmunes por el estrés cronico (glandula derecha, F (1, 1, 23)
= 5.03, p>0.05; glandula izquierda, F (1, 1, 23y = 5.90, p>0.05; Figura 33E y F). La dieta alta en
sacarosa, no proporciona diferencias significativas en el nimero de células inmunes en la
glandula derecha (F (1, 1, 31y = 0.04, p>0.05; Figura 33E) Por otro lado, aunque observamos
diferencias por la dieta alta en sacarosa en la glandula izquierda (F (1, 1, 23 = 5.99, p<0.05; Figura
33F), no observamos diferencias entre grupos. Sin observar diferencias por la interaccion
(glandula derecha, F (1, 1, 31 = 2.06, p>0.05; glandula izquierda, F ¢, 1, 23y = 0.22, p>0.05; Figura
33E y F). En la médula, aunque el nimero de células inmunes muestra diferencias por el estrés
cronico en la glandula derecha (F (1, 1, 23 = 23.50, p<0.05; Figura 33G), no observamos
diferencias entre grupos, por el contrario el estrés cronico disminuye el numero de células
inmunes en los grupos St y S30/St comparados con los grupos C y S30, respectivamente en la
glandula izquierda (F (1, 1, 23y = 48.52, p<0.05; Figura 33H). El ndmero de células inmunes
incrementa por la dieta alta en sacarosa en el grupo S30, respecto a los grupos C y S30/St
(glandula derecha, F (1, 1, 23 = 7.14, p<0.05; glandula izquierda, F ¢, 1, 23 = 5.39, p<0.05; Figura
33G y H). Sin observar diferencias por la interaccion (glandula derecha, F (1, 1, 23 = 11.02,
p>0.05; glandula izquierda, F (1,1, 23 = 3.24, p>0.05; Figura 33G y H).
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Figura 31. Porcentaje de proliferacion. A) ZG derecha; B) ZG izquierda; C) ZF derecha; D) ZF izquierda;
E) ZR derecha; F) ZR izquierda; G) Médula derecha; H) Médula izquierda. Se muestra la mediate.e. Letras
diferentes, p<0.05, ANOVA de dos vias Neman-Keuls post- hoc Control (C), estrés (St), sacarosa al 30%
(S30). sacarosa al 30% mas estrés (S30/St) (n=6-8/aruno).
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7.3.4 Parametros Hormonales

Las concentraciones de corticosterona fueron similar entre los cuatro grupos (estrés cronico, F ¢,
1, 23) =0.19, p>0.05; dieta alta en sacarosa, F (1, 1, 23 =1.06, p>0.05; interaccion, F (1, 1, 23 =0.52,
p>0.05; Figura 34A). Por otro lado, el estrés crénico no modifica las concentraciones de leptina
(F @, 1,31 = 1.72, p>0.05; Figura 34B), pero la dieta alta en sacarosa incrementa la concentracion
de leptina en el grupo S30 comparado con los grupos C, St, y S30/St (F (1, 1, 31) = 48.97, p<0.05;

Figura 34B), sin observar modificaciones por la interaccion de ambos factores (F (1, 1, 31y = 16.14,
p>0.05; Figura 34B).
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Figura 34. Parametros hormonales. A) Corticosterona, B) Leptina. Se muestra la media + e.e. Letras diferentes,

p<0.05. Anova dos vias Newman-Keuls post-hoc. Grupo control (C), estrés (St), sacarosa al 30% (S30), sacarosa al
30% mas estrés (S30/St). (n=6-8/grupo).
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8 DISCUSION
Tanto en seres humanos como en modelos animales, se ha observado que estresores

cronicos provocados por el estilo de vida causan cambios fisioldgicos y también trastornos
neuroendocrinos Y fisioldgicos (Fernando y cols. 2013; Bali y Jaggi 2015), donde varios 6rganos
o tejidos metabdlicos estan involucrados, por ejemplo: el pancreas, el higado, los rifiones, el
cerebro, la musculatura estriada, pero pocos trabajos han reportado que la glandula adrenal
también es importante para entender dichos mecanismos (De Silva and Wijesiriwardene 2007).
Del mismo modo, dietas ricas en carbohidratos inducen trastornos metabdlicos (Martinez
Calejman y cols. 2012; Diaz-Aguila y cols. 2016). Por otro lado, con la combinacion de ambos
factores, la dieta alta en sacarosa puede contarrestrar los efectos del estrés (Urich-Lai y cols
2007; Corona-Pérez y cols. 2015).

Nuestros resultados muestran que la exposicén de estrés por un mes no afecta el peso
corporal, la ingesta de alimentos, el indice de adiposidad ni el tejido adiposo visceral, en ratas
macho recién destetados. Estos resultados son similares con otros estudios realizados en roedores,
en los que el estrés cronico no afecta estas variables (Arcego y cols. 2014, de Oliveira y cols.
2014). El consumo de 30% de sacarosa durante 4 semanas redujo la ingesta de alimento sélido y
no afecta la ganancia de peso corporal en el periodo inmediatamente después del destete, lo que
se ha reportado es que se promueve el aumento peso durante el perido postpubertad (Velkoska y
cols. 2008; Fuente-Martin y cols. 2012). En contraste con ratas jovenes macho, el consumo de
sacarosa aumenta la acumulacion de grasa visceral en edad adulta (Cervantes-Rodriguez y cols.
2014; Diaz-Aguila y cols. 2016). Es bien sabido que el estrés cronico aumenta los niveles de
corticosterona en suero (Levin y cols. 2000). Nuestros resultados también muestran que el
consumo de 30% de sacarosa durante 4 semanas no altera la concentracion de corticosterona en
suero, pero es capaz de bloquear el efecto hipercortisolemico causado por el estrés crénico en
ratas macho jovenes. Tal modulacion de la respuesta al estrés por la ingesta de hidratos de
carbono ha sido informado anteriormente (Levin y cols. 2000; Macedo y cols. 2012). Ratas
estresadas sometidos a una dieta hipercaldrica son hiporesponsivas haciendo hincapié en base a
una reactividad reducida (Levin y cols. 2000), que estd de acuerdo con la concentracion de
corticosterona sérica exhibida por el grupo S30/St. Otros autores han demostrado las acciones

moduladoras, neuroendocrinas, metabdlicas y de comportamiento a la respuesta al estrés de la
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ingesta basal de carbohidratos (Laugero y cols. 2002; Pecoraro y cols. 2004). El aumento de la
ingesta de comida palatable inducida por glucocorticoides (Pecoraro y cols. 2005) se ha asociado
con la alimentacion basada en recompensa, que se ha sugerido como un medio para reducir la
respuesta al estrés (Adam y Epel 2007). Este punto podria ser también importante para la
regeneracion de glucocorticoides en el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal en funcion de algunos
aspectos de balance de energia. Por lo tanto, cualquier cosa que altere la energia equilibrada,
antes, durante o después del estrés, podria también alterar la fisiologia del eje Hipotalamo-

Hipdfisis-Adrenal y otros sitios sensibles a glucocorticoides en el sistema nervioso central.

Aunque el estrés cronico y la dieta alta en sacarosa no aumentan el peso de la glandula
adrenal, se observo un efecto sinérgico claro por la combinacién de ambos factores en la glandula
adrenal derecha. El peso adrenal depende de la intensidad y el tiempo en que se aplica el factor de
estrés (Chennaoui y cols. 2002; Retana-Marquez y cols. 2003). Nuestra observacion corrobora
algunos hallazgos de estudios previos, en los que los protocolos de estrés duradero, severo o
largo, afectan el peso adrenal (Marti y cols. 1994; Marin y cols. 2007). Usando el mismo
protocolo; de restriccion de estrés crdnico, pero durante 6 semanas, se observa un incremento en
el peso de las glandulas adrenales, pero sin cambios en el nivel de corticosterona (Macedo y cols.
2012). En ratas adultas, una ingesta rica en sacarosa (Diaz-Aguila y cols. 2016) o una dieta alta
en grasa (Bruder-Nascimento y cols. 2013) no modifican el peso de la glandula adrenal ni los
niveles de corticosterona. El aumento de peso adrenal también puede ser un signo de
insuficiencia adrenal. En cuanto a la morfometria de la glandula adrenal, nuestros resultados
mostraron que el estrés conduce a la hipertrofia de la glandula adrenal en funcion de la zona y la
lateralidad. Este efecto fue méas notable en el espesor de la ZG y ZF en ambas glandulas. Estos
resultados concuerdan con otros estudios realizados en roedores que proponen que la exposicion
al estrés reduce el espesor de la ZF adrenal con una compensacion de la ZR adrenal (Oliveira y
cols. 2009; Gannouni y cols. 2014.). Estos cambios morfoldgicos podrian estar relacionados con
una excesiva liberacion de catecolaminas y corticosterona (Zheng y cols. 1997; Soldani y cols.
1999) o por aumento de los niveles de sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) como lo
observado en humanos expuestos a estrés agudo por ruido (Testa y cols. 1994). Por otra parte, los

cambios histoldgicos observados en la glandula adrenal podrian estar asociados con un aumento
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en los niveles de corticosterona en ratas adultas (Koko y cols. 2004) y juveniles (Corona-Pérez y
cols. 2015). El alto consumo de sacarosa por un periodo méas largo reduce el espesor de la zona
fasciculada, pero no cambia los niveles de corticosterona (Diaz-Aguila y cols. 2016). Por su
parte, la disminucién del espesor se ha relacionado con una reduccion en el contenido de gotitas
de lipidos intracelulares (Lorente y cols. 2002; Oliveira y cols. 2009). En condiciones de
hiperglucemia, especialmente la diabetes tipo 2, la actividad del eje HPA vy la produccion
hormonal de la corteza adrenal se ve afectada (Elahi-Moghaddam y cols. 2013). Esto puede
conducir a la incidencia de la disfuncion secundaria en la actividad de otras glandulas endocrinas
y posteriormente, de exacerbacion y de complicaciones de la enfermedad si no se logra el control
de la glucosa en sangre (Barber y cols. 2003). Estos cambios diferentes en el espesor de las zonas
podrian estar relacionados con modificaciones en la densidad de las células, el tamafio de las
células y la presencia de sinusoides. En los animales estresados, la glandula adrenal es funcional
y, si la estimulacién de ACTH es suficiente para causar la hipertrofia aumentando la secrecion de
glucocorticoides (Harvey 2016). Por el contrario, la disminucién de la densidad celular en el ZF
podria estar asociado con bajos niveles de corticosterona y ACTH (Malendowicz y cols. 2000) o
con hipotiroidismo (Sarwar y Janjua 2003). La produccion cronica de ACTH junto con la
hiperplasia de la corteza adrenal observada en la enfermedad de Cushing’s podria tener efectos
sobre la regulacion de la proliferacion celular (Ferreira y cols. 2007). Es importante mencionar
que la proliferacion celular no se vi6 afectada la glandula adrenal por el estrés. La estimulacion
de la proliferacion celular en el ZF y la secrecidn de corticosterona se producen preferentemente
después del tratamiento de ACTH (Miyamoto y cols. 1999). Tal vez es necesario tener unos altos
niveles de ACTH para inducir la proliferacion celular en la ZF (Engeland y Levay-Young 1999,
Miyamoto y cols. 1999). Sin embargo, la ingesta de alta sacarosa fue capaz de aumentar la
proliferacion celular en ZG derecha y para reducir la proliferacion celular en la ZG izquierda. La
proliferacion celular de la ZG aumenta en paralelo con el aumento de la secrecion de aldosterona
en respuesta a una dieta baja en sodio (McEwan y cols. 1996). De acuerdo con la teoria de la
migracion de células de la corteza adrenal, afirma que la proliferacion celular se produce en el
ZG, o en la zona intermedia entre ZF y ZG, y, ya que las células se diferencian, se mueven de

forma centripeta y mueren en la ZR, en la que se eliminan por los macréfagos (Long 1975), esto
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podria perjudicar la migracion celular en la corteza suprarrenal y el crecimiento de nuevas células
hacia la medula (Wolkersdorfer y Bornstein 1998). El tejido adrenal representa un sistema de
renovacion celular en el que la remodelacion estructural de adaptacion se consigue mediante un
equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis (Leblond 1964). Es posible que la
inhibicion de la proliferacion celular es inducida por el estrés oxidativo generado por la alta
glucosa, lo que podria ser de gran importancia para su funcion fisioldgica que afecta a la
produccidn de esteroides en las células adrenales (Astort y cols. 2009). Ademas, la ingesta rica en
sacarosa en ratas jovenes estresados, reduce el nivel de corticosterona en suero (Corona-Pérez y
cols. 2015) y, probablemente, la falta de ACTH inhibe la proliferacion celular (Stachowiak y col.
1990). El &rea de los vasos sanguineos de la ZR derecha se vio afectado por el estrés y en la ZR
izquierda se vio afectada por la ingesta de alta sacarosa, y en la médula adrenal se ven afectados
por ambos factores. Se observéd una mezcla de vasos de gran calibre y vasos de pequefio calibre, y
estos cambios en los patrones vasculares probablemente reflejan la secrecion de factores
angiogenicos (Magennis y McNicol 1998). Se ha informado que la presencia de méas vasos
sanguineos en las glandulas adrenales de ratas estresadas se podria considerar como una
indicacion de la atrofia de la glandula adrenal (Johnson y DiPietro, 2013). La ACTH controla el
desarrollo coordinado de la vasculatura mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF; Vittet y cols. 2000; Thomas y cols. 2003), que es esencial para la angiogénesis y la
permeabilidad vascular. Sin embargo, el estrés crénico podria cambiar las sefiales
proangiogénicos causando insuficiencia de los vasos sanguineos (Binet y Sapieha 2015), lo que
podria causar hipoxia y la privacion de nutrientes de la célula. Probablemente, la inhibicién de la
proliferacion en la ZG izquierda podria estar asociada con una disminucion de los vasos
sanguineos como resultado de la disminucién de los niveles de corticosterona y ACTH inducida
por la ingesta alta en sacarosa en ratas jovenes estresadas (Pyter y cols. 2014), aunque no hay
diferencias en los vasos sanguineos pequefios de la ZF y ZR en comparacién con los controles no
estresados (Koko y cols. 2004). Sin embargo, la inyeccion de etanol, dilata los vasos sanguineos
pequeiios en ZF y ZR (Milovanovi¢ y cols. 2003), lo que sugiere una respuesta diferente para
diferentes factores de estrés. El estrés cronico parece aumentar las células inmunes Gnicamente en

la glandula adrenal izquierda en la corteza adrenal lo que sugiere un proceso inflamatorio,
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mientras que la reduce en la médula. En pacientes con sindrome de Cushing’s se ha observado
una actividad linfocitica importante y una infiltracion de leucocitos en la glandula adrenal
(Jennewein y cols. 2015). Ademas, el estrés cronico aumenta la produccion de citoquinas en la
glandula adrenal y la esteroidogénesis adrenal (Bornstein y cols. 2004), lo que favoreceria el
aumento en la concentracion de corticosterona. Por el contrario, la falta de hormonas
suprarrenales inhibe la funcion inmune innata (Yang y cols. 2011). Finalmente, el estrés crénico
no afecta los niveles séricos de leptina, resultados similares a los observados en estudios previos
(Bruder-Nascimento y cols. 2013; Macedo Yy cols. 2012). Sin embargo, la dieta alta en sacarosa
favorece una hiperleptinemia solamente en el grupo S30, lo que se correlaciona con la cantidad
de grasa corporal (Ainslie y cols. 2000; Cervantes-Rodriguez y cols. 2014), resultados
consistentes a los observados en animales que reciben dieta hipercaldrica (Macedo y cols. 2012)
o0 con alto contenido de grasa (Bruder-Nascimento y cols. 2013). Si bien es cierto que, la leptina
aumenta la produccion de CRH, incrementa la sintesis de glucocorticoides en la glandula adrenal,
y favorece la sintesis de epinefrina y norepinefrina en la medula adrenal, para la respuesta al
estrés (Trevenzoli y cols. 2010). También se ha sugerido, que la leptina inhibe la esteroidogénesis
en la glandula adrenal de dos formas; la primera: disminuyendo la produccion de SF-1 factor de
transcripcion implicado en la induccion de la proteina StAR (Walker y cols. 2004), y la segunda
inhibiendo la expresion de la citocromo P450scc y de la citocromo P450c21 esteroide hidroxilasa
(Bornstein y cols. 1997), mientras, que los glucocorticoides regulan la expresion del mRNA de
gen OB en tejido adiposo, sin conocer claramente dicho mecanismo (Slieker y cols. 1996).
Debido a esto, es posible que nosotros no tenemos en los resultados niveles altos de
corticosterona en los animales que consumen sacarosa, ni tampoco niveles de leptina alta en los
animales estresados, mientras, que la combinacion de ambos factores mantienen un equilibrio
entre dichas hormonas. En este fase se puede concluir que el estrés en la vida postnatal temprana
provoca una desorganizacion de la morfometria adrenal, también la ingesta alta de sacarosa
disminuye el area de los vasos sanguineos e inhibe la proliferacion celular, lo que sugiere que la
exposicion prolongada al estrés y la ingesta de agua de azucar puede contribuir a las
enfermedades metabodlicas en la vida adulta. Es necesario tomar medidas preventivas para

disminuir el estrés y el consumo de bebidas endulzadas con azucar en la infancia.
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2do mes

Nuestros resultados al segundo mes, muestran que el estrés disminuye la ganancia de peso
corporal y la ingesta de alimento, consistente a lo reportado previamente (Ricart-Jané y cols.
2002; Adan y Epel. 2007). Respecto a esto, se ha reportado que ante una situacion de estrés,
incrementa la liberacion de CRH y noradrenalina, las cuales poseen una accion inhibitoria sobre
el apetito provocando efectos anoréxicos que conllevan a la disminucion del consumo de
alimento y por ende a la pérdida de peso corporal (Dallman y cols. 2004; Bazhan y Zelena 2013).
Sin embargo, la ingesta de alimento y la ganancia de peso corporal varian dependiendo del tipo,
intensidad y duracion del estrés (Foster y cols. 2006; 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 y de que no incrementa el tejido adiposo
visceral, esto puede ser debido a que a diferencia de lo observado en edad adulta donde el exceso
de calorias obtenidas por la ingesta de agua, favorece el aumento de tejido adiposo visceral, en
edad juvenil este exceso de calorias es utilizada para mantener el equilibrio de las funciones
metabdlicas y hormonales que necesita el individuo para su desarrollo, por lo cual a pesar de
tener un exceso proveniente de la ingesta de agua este no se almacena como en edad adulta.
Respecto a los animales que estuvieron sometidos a los dos estimulos (dieta alta en sacarosa mas
estrés cronico), disminuye la ganancia de 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 (Fachin y cols. 2008; Torres y Nowson 2007), por ello, el exceso de calorias
contenidas en el agua con sacarosa no se estan almacenando, debido a que el estrés crénico
bloquea los efectos de la dieta alta en sacarosa, evitando la ganancia de peso corporal, asi como la
acumulacion de grasa visceral, resultados similares a lo reportado previamente (Macedo Yy cols.
2012; Corona-Pérez y cols. 2015). EIl estrés crénico no aumenta la concentracion de
corticosterona en suero, como lo observado en estudios previos (Macedo y cols. 2012;
Rostamkhani y cols. 2012), esto es debido a que los niveles de corticosterona disminuyen a
medida que el animal se adapta a los factores de estres (Teague y cols. 2007). Nuestros resultados

también muestran que el consumo de 30% sacarosa durante 8 semanas disminuye los niveles de
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corticosterona en suero, esto podria ser debido a los efectos metabolicos de la ingestion de
sacarosa sobre la expresion de la CRH, como lo reportado previamente (Laugero y cols. 2002;
Laugero y cols. 2004), donde el consumo de sacarosa estaria disminuyendo la expresion del
MRNA de la CRH en el nucleo paraventricular (Ulrich-Lai y cols. 2007), por otro lado en el
grupo S30/St el consumo sacarosa atentia la respuesta al estrés del eje Hipotdlamo-Hipofisis-
Adrenal, donde el exceso calorias contribuyen para amortiguar las respuestas de estrés

fisioldgico.

El estrés cronico no incrementa el peso de la glandula adrenal, a diferencia de lo
observado en edad adulta (Ulrich-Lai y cols. 2007; Macedo y cols. 2012), previamente se ha
sugerido una cierta adaptacion a nivel celular que, estaria contribuyendo, a una adaptacién ante la
respuesta del estrés, sin embargo, esto aln no se ha esclarecido (Teague y cols. 2007). La dieta
alta en sacarosa tampoco modifica el peso de la glandula adrenal, resultados similares a los
observados en ratas adultas, con una ingesta rica en sacarosa (Diaz-Aguila y cols. 2016) o una
dieta alta en grasa (Bruder-Nascimento y cols. 2013). En cuanto a la morfometria de la glandula
adrenal, nuestros resultados mostraron, que el estrés favorece un proceso inflamatorio
generalizado, asi como a alteraciones de la glandula adrenal en funcién de la zona y la
lateralidad. En la ZG observamos que el estrés cronico disminuyo el espesor en ambas glandulas,
esto es similar a lo reportado previamente en ratas con hipoxia, donde la disminucién del espesor
en esta zona es debido a, una disminucion o eliminacién del contenido de gotas lipidicas, un
marcado aumento en el nimero de liposomas o a la presencia de grandes mitocondrias (Lorente y
cols. 2002), por otra parte también se ha observado que los efectos del estrés cronico en la ZG
son generalmente opuestos a los efectos sobre las otras zonas (Lorente y cols. 2002; Wolman y
cols. 1993). Esto podria estar relacionado y explicaria, los diferentes cambios observados en la
densidad y el tamafio de las células, pero a diferencia de los observado en ratas adultas (Koko y
cols. 2004) y juveniles (Corona-Pérez y cols. 2015) estos cambios histol6gicos no incrementan la
liberacion de corticosterona. El alto consumo de sacarosa por 13 semanas reduce el espesor de la
zona fasciculada sin modificar los niveles de corticosterona (Diaz-Aguila y cols. 2016), por otra
parte, un alto consumo de sacarosa por 8 semanas no afecta el espesor de la ZF, pero si

disminuye los niveles de corticosterona. Sin embargo, esta disminucion puede ser debido a
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alteraciones a nivel hipotaldmico, como se mencion6 anteriormente, donde el consumo de
sacarosa representa un mecanismo enddgeno para amortiguar la respuesta fisiolégica aun en
condiciones de estrés. Estos cambios diferentes en el espesor de las zonas podrian estar
relacionados con modificaciones en la densidad de las células, el tamafio de las células y la
presencia de sinusoides. Nuestros hallazgos muestran que la dieta alta en sacarosa no afecta la
densidad celular (Diaz-Aguila y cols. 2016). Por su parte el estrés cronico produce hipertrofia o
hiperplasia asociada con altos niveles de corticosterona (Ulrich-Lai y cols. 2006). En los animales
estresados, la glandula adrenal es funcional y, si la estimulacién de ACTH es suficiente para
causar la hipertrofia (Harvey 2016). Por el contrario, la disminucion de la densidad celular en el
ZF podria estar asociado con bajos niveles de corticosterona y ACTH (Malendowicz y cols.
2000) o con hipotiroidismo (Sarwar y Janjua 2003). Es importante mencionar que la proliferacion
celular no se vio afectada la glandula adrenal por el estrés. La estimulacion de la proliferacion
celular y la secrecion de corticosterona se producen preferentemente después del tratamiento de
ACTH (Miyamoto y cols. 1999). Tal vez es necesario tener unos altos niveles de ACTH para
inducir la proliferacion celular (Engeland y Levay-Young 1999, Miyamoto y cols. 1999). Por
otro lado, la dieta alta en sacarosa tampoco afecto la proliferacion celular, en ratas diabéticas se
ha observado que la leptina puede estar participando en el mantenimiento de la proliferacion
celular a través del sistema simpaticoadrenal (Ergin y cols. 2007). El tejido adrenal representa un
sistema de renovacion celular en el que la remodelacién estructural de adaptacién se consigue
mediante un equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis (Leblond 1964). El area de los
vasos sanguineos de la ZR no se modific6. Sin embargo, el estrés cronico y la dieta alta en
sacarosa afectan el area de los vasos sanguineos en la médula adrenal izquierda, lo que podria
causar hipoxia y la privacion de nutrientes de la célula (Wietecha y cols. 2013). En situaciones de
estrés se ha observado que la ACTH controla el desarrollo coordinado de la vasculatura mediada
por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF; Vittet y cols. 2000; Thomas y cols.
2003), que es esencial para la angiogénesis y la permeabilidad vascular. Sin embargo, el estrés
cronico podria cambiar las sefiales proangiogénicos causando insuficiencia de los vasos
sanguineos (Binet y Sapieha 2015), lo que podria causar hipoxia y la privacién de nutrientes de la

célula, mientras que la ingesta alta en sacarosa en ratas jovenes estresadas disminuye los vasos
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sanguineos como resultado de la disminucion de los niveles de corticosterona y ACTH (Pyter y
cols. 2014), lo que sugiere una respuesta diferente para diferentes factores. EI estrés cronico
incrementa el ndmero de células inmunes en ambas glandulas, sugiriendo un proceso
inflamatorio. Ademas, de que se ha observado que cuando existe una inflamacion aguda
generalizada, incrementa la produccion de citocinas pro-inflamatorias (Tian y cols. 2014), dichas
citocinas regulan los niveles de corticosterona, la mircoarquitectura, la angiogénesis, y la
esteroidogénesis en la glandula adrenal (Villar y cols. 2013; Franchimont y cols. 2000). Por el
contrario, la falta de hormonas suprarrenales inhibe la funcién inmune innata (Yang y cols.
2011). En conclusion, la dieta y el estrés en la edad juvenil provocan una desorganizacion de la
morfometria adrenal, disminuyendo el &rea de los vasos sanguineos sin modificaciones en la
proliferacion celular, lo que sugiere que la exposicion a estrés crénico asi como una prolongada

dieta alta en sacarosa puede contribuir a las enfermedades metabdlicas en la vida adulta.
3er mes

Los resultados del tercer mes, muestran que el estrés crénico no disminuye la ganancia de peso
corporal, resultados similares a los observados en estudios previos (Arcego y cols. 2014, de
Oliveira y cols. 2014). Sin embargo, disminuye la ingesta de alimento y agua, esto puede ser
debido al incremento de CRH y noradrenalina, las cuales poseen efectos anoréxicos que
conllevan a la disminucion de la ingesta (Dallman y cols. 2004; Bazhan y Zelena 2013), pero la
disminucion de la ingesta varia dependiendo del tipo, intensidad y duracion del estrés (Foster y
cols. 2006; Fachin y cols. 2008). Los animales con una alta ingesta de sacarosa disminuyen la
ingesta de alimento solido sin afectar la ganancia de peso corporal, respecto a esto se sabe que el
exceso de calorias obtenidos por la ingesta de sacarosa, aumenta la acumulacion de grasa visceral
por lo cual no se observan cambios en la ganancia de peso corporal (Pérez-Torres y cols. 2009;
Diaz-Aguila y cols. 2016). El estrés cronico no modifica la concentracion de corticosterona como
lo observado en estudios previos (Macedo y cols. 2012; Rostamkhani y cols. 2012). La dieta alta
en sacarosa, tampoco modificd la concentracion de corticosterona, resultados similares a los
reportados previamente (Macedo y cols. 2012; Diaz-Aguila y cols. 2016). Las ratas estresadas
sometidos a una dieta hipercaldrica tampoco modificaron la concentracion de corticosterona, de

la misma manera que en los meses anteriores esto podria estar dado por el aumentd de la ingesta
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de comida palatable, la cual estd mediando la respuesta al estrés (Pecoraro y cols. 2004; Adam y
Epel 2007).

El estrés incrementa el peso de la glandula adrenal pero sin cambios en el nivel de
corticosterona, previamente se ha demostrado que a pesar de la adaptacion del eje Hipotalamo-
Hipdfisis-adrenal ante un estimulo de estrés, el peso de las glandulas adrenales se incrementa, lo
cual a su vez puede indicar la demanda de la capacidad de las gldndulas adrenales para secretar
mayor cantidad de corticosterona (Zelena y cols. 2003). En ratas adultas, una ingesta rica en
sacarosa (Diaz-Aguila y cols. 2016) o una dieta alta en grasa (Bruder-Nascimento y cols. 2013)
no modifican el peso de la glandula adrenal ni los niveles de corticosterona. EI aumento de peso
adrenal también puede ser un signo de insuficiencia adrenal. En cuanto a la morfometria de la
glandula adrenal, nuestros resultados mostraron que el estrés incrementa el espesor de la ZG, el
cual puede estar relacionado con un incremento en los niveles de aldosterona como se observa en
ratas hipertensas (Mduller-Fielitz y cols. 2012), por otro lado, se sabe que el estrés aumenta la
presion arterial a través del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal y el sistema simpético (Dong y
cols. 2015), por lo que en ratas estresadas se observa aumento de la corticosterona plasmatica y el
contenido de noradrenalina en el tejido renal (Dong y cols. 2015), este incremento en los niveles
de catecolaminas en situaciones de estrés podria explicar el incremento en el area de la medula
observado en nuestro estudio. A diferencia de observado en meses anteriores el estrés no tiene
ningun efecto sobre el espesor de la ZF y ZR. Por el contrario, el alto consumo de sacarosa por un
periodo méas largo reduce el espesor de la zona fasciculada, sin cambiar los niveles de
corticosterona, resultados similares a los reportados previamente (Diaz-Aguila y cols. 2016). Por
su parte, la disminucion del espesor se ha relacionado con una reduccién en el contenido de
gotitas de lipidos intracelulares (Lorente y cols. 2002; Oliveira y cols. 2009). En condiciones de
hiperglucemia, especialmente la diabetes tipo 2, la actividad del eje HPA y la produccion
hormonal de la corteza adrenal se ve afectada (Elahi-Moghaddam y cols. 2013). Esto puede
conducir a la incidencia de la disfuncion secundaria en la actividad de otras glandulas endocrinas
y posteriormente, de exacerbacion y de complicaciones de la enfermedad si no se logra el control
de la glucosa en sangre (Barber y cols. 2003). El estrés cronico incremento6 el nimero de células

en la corteza. Sin embargo, este incremento estd dado por un mayor porcentaje de células
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pequefias, es decir el estrés cronico produce hiperplasia en las zonas de la corteza adrenal, en
humanos una mayor produccion o estimulacion crdnica de aldosterona conlleva a una hiperplasia
en la ZG (Seidel y Scholl 2016). Por el contrario, en la ZF, la hiperplasia celular no afecta la
concentracion de corticosterona, resultado similares a los observados previamente, donde se
sugiere que la corticosterona no participa en el desarrollo del sindrome metabdlico en edad adulta
(Diaz-Aguila y cols. 2015), contrario, a lo observado en ratas juveniles, donde la hipertrofia
causada por el estrés cronico (Diaz-Aguila, enviado) incrementa los niveles de corticosterona, y
favorece el de desarrollo de esteatosis hepatica (Corona-Pérez y cols. 2015), esto es consistente
con otros estudios donde la hipertrofia es la responsable de la liberacion de corticosterona en
respuesta a una sefial de estrés (Gotohda y cols. 2005; Ulrich-Lai y cols. 2006). En la ZR también
observamos un incremento en el numero de células, pero igual que en las zonas antes
mencionadas estas células son pequefias por el estrés cronico, esto podria deberse a los bajos
niveles de testosterona observados en este grupo (De Ledn-Ramirez, tesis de Doctorado), dado
que en estudios recientes muestran que la actividad adrenocortical es paralela a la actividad
testicular, lo que indica una actividad funcional entre el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal y el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal (Ajdzanovi¢ y cols. 2015; Ajdzanovi¢ y cols. 2016). Finalmente, la
hiperplasia en la medula adrenal podria deberse al incremento de noradrenalina observado en
modelos con estrés (Dong y cols. 2015). Por el contrario, la dieta alta en sacarosa no modifico el
namero ni el porcentaje de células, esto seria por dos factores: el primero el organismo a traves
de la dieta echa andar ciertos mecanismo (PPAR-y y VLDL) para poder responder
adecuadamente al estrés (Ulrich-Lai y Ryan 2013; Xing y cols. 2012), para lo cual la glandula
adrenal no tendria por qué verse afectada; y el segundo, los niveles altos de testosterona (De
Ledn-Ramirez, tesis de doctorado) estarian previniendo de algin modo la afeccion de la glandula,
como lo reportado previamente (Ajdzanovi¢ y cols. 2015; Ajdzanovi¢ y cols. 2016). Es
importante mencionar que la proliferacion celular incrementada por el estrés, puede ser por un
aumento de la secrecion de aldosterona, ya que estudios previos reportan que la proliferacion
celular de la ZG aumenta en paralelo con el aumento de la secrecion de aldosterona (McEwan y
cols. 1996), también puede deberse a un incremento en los niveles de ACTH (Engeland y Levay-

Young 1999, Miyamoto y cols. 1999), que si bien es cierto que no observamos niveles altos de
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corticosterona no sabemos como se encuentran los niveles de ACTH. La dieta alta en sacarosa
también incremento la proliferacion celular, esto podria ser debido a un mecanismo de
compensacion debido a que el tejido adrenal representa un sistema de renovacion celular en el
que la remodelacién estructural de adaptacion se consigue mediante un equilibrio entre la
proliferacion celular y la apoptosis (Leblond 1964). Es posible que la disminucion de la
concentracion de corticosterona en meses anteriores o el estrés oxidativo generado por la alta
glucosa, sea lo que afecte la funcién fisioldgica y la produccion de esteroides en las celulas
adrenales (Astort y cols. 2009). El area de los vasos sanguineos de la ZR y médula derecha se vio
afectada por el estrés y en la ZR y médula izquierda se afectd por el estrés y la dieta alta en
sacarosa. Se observd una mezcla de vasos de gran calibre y vasos de pequefio calibre, se ha
informado que la ACTH controla el desarrollo coordinado de la vasculatura mediada por el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF; Vittet y cols. 2000; Thomas y cols. 2003), que es
esencial para la angiogénesis y la permeabilidad vascular. Sin embargo, el estrés crénico podria
cambiar las sefiales proangiogénicos causando insuficiencia de los vasos sanguineos (Binet y
Sapieha 2015), lo que podria causar hipoxia y la privacion de nutrientes de la célula. Cabe
resaltar que en la médula del grupo estresado pudimos observar un incremento de eritrocitos
dentro los vasos sanguineos, este incremento esta relacionado estrechamente con la presencia de
estrés oxidativo en diferentes modelos celulares (D'Angelo y cols. 2001; D'Angelo y cols. 2005).
Por otro lado, la dieta alta en sacarosa disminuye los vasos sanguineos como resultado de la
disminucion de los niveles de corticosterona y ACTH (Pyter y cols. 2014), lo que sugiere una
respuesta diferente para diferentes factores. Aunado a esto, también observamos que la glandula
adrenal derecha del grupo S30, estd rodeada de una capa de tejido conectivo mas delgada, asi
como la presencia de células globosas en la zona reticular, lo que nos indica un proceso
inflamatorio. Se ha reportado, que la inflamacion y la presencia de colageno es el comienzo de un
proceso de fibrosis lo que podria alterar la secrecion hormonal (Brown y cols. 1989) de esta
manera la retroalimentacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal se podria alterar vy
posteriormente provocar la muerte celular, por ello, la presencia de células pro y antiinflamatorias
(Romero-Sarmiento y cols. 2012). Cabe mencionar que el ndimero de células inmunes

disminuyen en la médula izquierda del grupo estresado, esto puede ser debido a la disminucion
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del &rea de los vasos o al aumento de eritrocitos en esta zona. La dieta alta en sacarosa
incrementa el nimero de células inmunes en la corteza y la medula, se sabe que el reclutamiento
de células inmunes inicia cuando existe presencia de inflamacion en la célula, para eliminar los
agentes que causan la lesion (Robbins y Cotran 2007), aunado a esto, la leptina favorece la
Ilegada de macroéfagos, 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
macrofagos, ya que los macrofagos poseen receptores de leptina (Gruen y cols. 2007). En ratones
ob/ob, la administracion central de leptina acelera la infiltracion de macrdfagos 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 activaciéon 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
sefializacion 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 infiltracién de macréfagos, provocando posteriormente resistencia a la insulina,
esteatosis hepatica y dislipidemias (Alkhour y cols. 2009). Estos resultados sugieren que el
aumento de leptina observada por la dieta alta en sacarosa esté participando en la infiltracion de
células leucocitarias, a su vez esté incremento de células estaria favoreciendo el desarreglo
observado en la glandula adrenal junto con el inicio de inflamacion. En conclusion los resultados
muestran que el estrés y el consumo elevado de sacarosa provocan alteraciones histoldgicas en la
glandula adrenal, mientras el tiempo de exposicion al estrés, no fue suficiente para aumentar la
concentracion de corticosterona, adn 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
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en el desarrollo del sindrome metabdlico. Sin embargo, ambos estimulos provocan que la

asimetria adrenal sea mas evidente.
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9 CONCLUSIONES
El modelo de estrés por restriccion:

Al primer mes, el estrés induce atrofia célular, lo que estaria favoreciendo el aumento de la
concentracion de corticosterona, a su vez la produccién de corticosterona se asocia al
incremento en los vasos sanguineos de la corteza y médula.

Al segundo mes, el estrés no fue suficiente para provocar alguna alteracion en la corteza,
sin embargo si observamos una inflamacién aguda generalizada, la cual ha sido asociado
como el primer factor desencadente de las alteraciones metabdlicas.

Al tercer mes, observamos un incremento en la proliferacion celular en la corteza con una

disminucion en el area de los vasoso sanguineos de la ZR y médula.

Por otro lado, la dieta alta en sacarosa incrementa primero los indicadores metabdlicos,

posteriormente afecta la concentracion de corticosterona y por ultimo modifica la arquitectura de

la glandula adrenal:

Al primer mes, incrementa el tejido adiposo y las concentraciones de leptina, sin observar
modificaciones en la histologia de la glandula adrenal.

Al segundo mes, disminuye la concentracién de corticosterona, posiblemente como
consecuencia del incremento de leptina al primer mes, todo esto acompafido de un
proceso inflamatorio, el también podria estar regulando la disminucién de corticosterona.
Por ultimo, al tercer mes, podemos observar cambios en la proliferacion celular, el area de
los vasos sanguineos, observando presencia de colageno en la glandula adrenal, como
consecuencia del proceso inflamatorio y los bajos niveles de corticosterona abservados al

segundo mes.

Finalmente, con la interaccion de ambos factores, la dieta parece mitigar los efectos por la

respuesta al estrés.
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10 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados, seria interesante evaluar si un estrés prolongado mantiene o favorece

otros cambios histoldgicos en la glandula adrenal.

Otro dato interesante seria conocer la expresion de receptores de leptina y glucocorticoides en
tejido adiposo y glandula adrenal, de esta manera podriamos concluir si la secrecion de leptina,

disminuye la concentracion de corticosterona al segundo mes.

También seria interesante conocer si las alteraciones observadas en las otras zonas de la corteza y

médula, modifican las concentraciones de las hormonas que secretan.

Del mismo modo, seria interesante conocer como otros factores (factores angiogenicos, células
inmunes o citosinas), ademas de las hormonas, modifican la esteroidegenesis adrenal y la

proliferacion celular.
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12 ANEXQOS

12.1 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 deshidratacién de acuerdo a la lista siguiente, cuidando de que la solucion cubra
ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No de Solucion v . .
solmcion concentracion TieMEs € itnibos

1 Etanol 60% 15 min

2 Etanol 70% 20 min

3 Etanol 80% 20 nun

4 Etanol 80% 30 min

5 Etanoil 96% A0min

[ Etanol 96% 30 min

7 Etanol 100% 30 min

8 Etanol 100% 30 min

9 Etanol 100%-Xileno A0
10 Xileno 30 mun
11 Xilenn 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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12.2 Anexo 2. Tincion 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
1t Xileno 3 nun
Desparafinar Z Xileno 5 min
3 Etanol 100%:-Xileno 5 min
4 Etauol 100% 5 nun
5 Eranol 100% 3 nun
Hidratacion 5 Etanol 96% 3 min
7 Eranol 80% 3 min
8 Etanol 60% 3 min
9 Apua destilada 3 min
] Hematoxilina de Harris 40 min
Contraste 11 Agua corriente 40 seg
12 Etanol acido 40 seg
13 Apua destilada 40 sep
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 86% 40 seg
20 Eranol 100% 30 seg
Deshidratacion 21 Etanol 100% 30 seg
22 Etanol 100%-Xileno 30 seg
23 Nileno 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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12.3 Anexo 3. Tincion Tricromica 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.

FPasos No Soluciones Tlempo

| Xileno 10 min

2 Xileno-Etancl 5 min

3 Eranol 100% 10 min

Desparafinar 4 Eranol 96% 3 min
5 Eranol 50% 3 min

[ Etanol 60% 3 min

7 Apna destilada 3 min

8 Fijador Bouin 12 hus

9 Agua coriente 20 1min

Mordente ] Hematoxilina de Weigent L1 min
Il Aglia comiente 40 seg

12 Agua destilada 40 seg

13 Amoniaco al 1% 4 min

14 Agua comiente 40 seg

Azuleamiento 15 Biebrich Scarlet-Fushina Acida 10 min
16 Apua comente 40 seg

17 Acido. Fostomolibdico-Acido Fosfotungstico +4 min

18 Azul de Anilina 5 min

Confraste 19 Acido Acético Glacial al 1% 3 min
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20 Apua Corriente 40 seg
21 Etanol 80% 40 Seg
22 Etanol 96% 30 seg
Deshidratacion 23 Etancl 1002 1 min
24 Eranol-Xileno |0 seg
25 Xileno 20 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM 60 y se

dejan secar.

135



12.4 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 3 min
3 Etanol 100%-Xileno S

4 Eranol 100%s 5 min

5 Etanol 100% 5 min

Hidratacién 6 Etanol 96% 3 min
i Etancl 0% 3 miin

B Etanol 60% 3 min

9 Agua destilada 3 min

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

Azuleamiento 12 Hematoxilina de Maver 3 min
13 Agua corriente 1 min

L8 Etanol 96% 40 seg

19 | Etanol 96% 40 seg

20 Eranol 100% 30 seg

136



Deshidratacion 21 Eranol 100#4 30 seg

22 Eranol 100%-Xileno 30 seg
23 Kileno 30 seg
24 Xileno 3 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM 60 y se
dejan secar.
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13. PUBLICACIONES
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Recently, we have shown that consumpiion of 30% sucrose, weaning for thres
montha, Increases visceral adiposity and stters the hisiology of the adrenal gland,
without changing e concentrations of serum corticosterons and keptin. In animal
models it hes been shown that stress combined with calorc diet, Increases the
weighi of the adrenal giand, the alisraion or the conceniration of lepin and
corticostenone. However, these results are dependent on the ntensity, frequency
&nd duration of stress and dist. We are now interesied in evaluating the funcion of
the adrenal gland In & situston of siress. The obective was 1o determines the effect
of sucrose consumption more siress &t weaning in the histological features of the
adrenal gland, keptin and coricosterone. Thirty-two recently weaned (21 days age)
Wistar male rats wers divided in 4 exparimental groups (Bigrowaspl contnod (C},
siress more drinking waler (S1), 30% sucrose In drinking water (530) and 30%
suctose in drinking water more stress (S3USE). Animals wesre subjected 0 &
chronic stress during for 4 weeks. At sacrifice the adrenal gland was rermoved; both
right and left adrensl glands were stained with Masson's tichroms to evaluate the
histological organization and the presence of connective Gsswe of adrenal glands
for each ratl The concentrations of leptin and coricosterons were messured wSEing
& commercislly avallable enzyme-inked immunosorsend assay (E14A) Kt Statistical
significance was determined by a teo-way ANOWVA followed by post hoc Mewman-
HKeuls tests {p <0005). Stress incregsed corlicosterone levels, the 30% sucross in
drinking waier increased |epiin levels, and the nieracton incressed the waight of
ihe mght adrenal gland. Stress, the 30% sucrose i drinking waler and interscion
miodify the histobogical vaniables of the gland. Apparently, the socrose consumption
reverses damsage caussed by siress, by regulatng the concentraion of
corticostenone, throwgh leptn locally and through the asis hypothalamus-pituitary-
adrenal. Finance: COMACYT a YDA (366B01) PMPC C-1Z22014, COMACYT-
225128.
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Consumo de sacarosa mas estres al destete afecta la glandula adrenal

Diaz-Aguila Yadira (Estudiante de posgrado)’. Rodriguezr-Antolin Jorge®, Castelan
Francisco®, Atonal Judrez Kenia®, Diaz-Mufior Mauricio® y Micolas-Toledo Leticia®

‘Doctorado en Ciencias Biologicas, UATx,

*Centro Tlaxcala de Bicicgia de 1a Conducta, UATx,
‘Maestria en Ciencias Biologicas, UATx,

“Instituto de Neurcbiclogia, Campus UNAM-Juriguilla.

Resumen

Recentemente, hamos mostrado gue & consumo de sacarosa & 30%, 3l destete durante
fres meses, incrementa |3 adiposidad visceral y afters la histologia de la glanduls adrenal, sin
modificar [as concentradiones de corficosterona en susme. En modelos animales se ha
mostrado, que el estrés combinado con dieta hipercalorica, increments el peso de la glandula
adrenal, alterando o no fa conceniracion de corticosterona, sin embargo, estos resultados
son dependientes de la imensidad, frecusncia v duracion del estrés y la dieta. Ahora estamos
imteresados en evaluar la fundon de la glandulz adrenal amte una situacion de estrés. B
objetivo del trabajo fue determinar & efecto del consumo do sacarosa mas el estrés al
destete sobre las caracteristicas histologicas de la glandua adrenal y la: concentracion de
cortcosterona. Para eflo, utlizamos ratas macho Wistar de 21 dias de edad (=32} Las ratas
fueron divididas en cuatro grupos (B/grupo) experimentales: ratas que consumen agua simple
{C}, agua simpletestres (E), agua azucarada 30% {A30) y agua srucaradatestrés (A30+E)
Los animales fueron sometidos a estrés cromico mediante inmovilizacion duranie cuatro
semanas. Al sacrificio se extrajo la glandula adrenal, fue fijada en Bouin, deshidratada en
alooholes. ascendentes, aclarado en xlol e incluido en parapliast Los cores hisiologicos
fuercn tefidos con Tricromica de Masson. La concentracion de corficosterona se midio por el
metodo de ELISA. Los resultados fusron analizados con ANOVA de dos vias y Mewman
Feuls como post-hoc. Enconframos, gue el estrés incrementa los niveles de corficosterona
contranio a lo sucedido en los animales A30, sin embarge, e peso de la glandula adrenal
derecha se we alterado con ambos estimulos: el estres, [a dieta y la interaccion entre estos
faciores modifican las warables histologicas de la glandula. &l parecer &l consuma de
SaCcaFosa reviere los danos ocasionados por o estres. Financiamients: COMACYT a YDA
(338801 COMACYT INFR-20F2-01-10100 852014, COMNACYT C-1Z2204-10100 8632014
CAYP-UATH-2074.
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35. El consumo slevado de sacarosa al destete induce cambios histologicos
en la glandula adrenal sin afectar la concentracion de corticosterona en la
rata machao

Yadire Disz Agullat, Francisee CaeteiEanz Maonoio Diaz Munozd, Laura Garciz-Rverad,
Estela Cusvas?, Marimez-Gamez M2 .4, Jorge Hodriguez Antaling, Lebcia Micolas Toledod
1Déctorado an Ciencas Bioidaicas, Univeradad Autdnoma de Tiexcata 2C0antra [excais
de Banlogla de le Conducta, Linkverssdad Autdnoma de Thaxcela 3insiduto oe Mewrobodogia
UMAM-Campus Jungeilla Cerétaro: dinstitube de Investoaciones Bomeadicas, Universidsd
Macional Autdnoma da Méxco Emall: vadsd 128 gmailcoem

infroduccion: Los glucocortcoedes, juegan un papel critco én el ‘metabdiamo oe
carbahidrates ¢ lipidos. En pecientes obiesos o8 niveles de glucocorticodes son normales
& incluso baios. En modeios animakes sdrenzleclemzados, 8 revers 8l sfecto ge les
afterecaones meirbddicas provocsdos por 8l consumo de dislEs RoES en gQrasSs-S8CAnosa,
pefo no 3= =abe, 5l las detes ricas &0 azucares benen efecls sobre la concentracion de
comicosierona Y @ microamguitsciuns de 18 glénduls adrenal.

Ciojetivos: Evaluar s el consumo 2evado de sacarosa 8 desisie afects ia organizacsin
hisioidgicas de iz giandula edrensl v la concentracedn de corcosterona. Material g
bésodos Se ulilzaron ralss machos de 21 dias de edad, gue conformaron & los grupos
contral (n=10} y expanmendal {n=10}. e le& proparcona Agua con sacarssa al 30% desde
el desiste durants tres meses. Al sacnfico 52 colecio sangre y 58 extrajenon las glandules
adrenaizs, Se analizaron indicadores metabalicos y la concenbracdn de corbcoaterona. Los
cabors tuercn analizados aplicando una -Shudent v une prugbe de Chi-cuadrads.

Resulzaoes. Los anlimales con i@ g3 nod 8n s3Caress masiraron: aleracones en &
microarguitechura de & glandula adrenal, sin ElfBIZ:I._EI B concentraciin de cormicosisnona.

Conciusiones. El consumo slevado de SBCATOSA 58 COMBIECHONA CON UNA OIganizaccdn
dierents de & glandule adrenal Los presenies resuitados sugieren gQue dichs
recrganizacidn histoldgica posdlemente Sea fa causs por 1& cual en humanos ¥ en ratas no
Buments 2 concantraodn de codteosterans,. Fnanciamsnta COMACYT 2 YDA (386801].
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C-180 Efecto del consumo de sacarosa a temprana edad sobre la
concentracion de corticosterona e histologia de la glandula
adrenal en la rata macho

Diaz-Aguila Y (1), Martinez-Gomez M (2), Diaz-Mufioz M (3), Garcia-Rivera L (2), Castelan F (4),
Rodriguez-Antolin ] (4), Nicolas-Toledo L (4). (1) Doctorado en Ciencias Bioldgicas; Universidad
Autonoma de Tlaxcala, (2) Instituto de Investigaciones Biomédicas; Universidad Nacional Auto-
noma de México, (3] Instituto de Neurobiologia; Campus UNAM-Juriquilla, (4) Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

Los glucocorticoides secretados por las glandulas adrenales, juegan un papel critico en el meta-
bolismo de carbohidratos y lipidos. Estos se han asociado con el desarrollo del sindrome meta-
bélico. Sin embargo, en pacientes obesos y en ratas adultas con dieta alta en sacarosa, los niveles
de glucocorticoides son normales e incluso bajos. En modelos animales adrenalectomizados,
se revierte el efecto de las alteraciones metabdlicas provocados por el consumo de dietas ricas
€N grasas-sacarosa, pero no se sabe, si las dietas ricas en azucares pueden tener efecto sobre
la concentracidn de corticosterona y el arreglo histolégico de la glandula adrenal. Por ello, el
objetivo es evaluar si el consumo elevado de sacarosa a temprana edad afecta la organizacion
histolégica de la glandula adrenal y la concentracién de corticosterona. Metodologia: Se util
izaron ratas machos Wistar de 21 dias de edad, que conformaron 6 grupos experimentales.
Se les proporciond agua con sacarosa al 30% durante un, dos y tres meses. Se registro el peso
corporal, consumo de alimento y agua. Al sacrificio se extrajo la glandula adrenal y fue pesada.
La glandula adrenal fue fijada en Boiun y deshidratada en alcoholes de manera ascendente,
aclarada en xilol e incluida en Paraplast. Los cortes histoldgicos de 7pm fueron tefiidos con He-
matoxilina-Eosina. Se midio la concentracion de corticosterona sérica. Cada dato obtenido fue
analizado con su respectiva prueba estadistica. Resultados: El analisis histolégico de la glandula
adrenal mostré modificaciones en el tamaiio de las células de la zona fascicular, y ello se aso-
it con la disminucion en la concentracion sérica de corticosterona. También o bservamos una
organizacion histologica diferente en la zona fascicular de la glandula adrenal izquierda a los
tres meses por el consumo de agua azucarada. Conclusiones: El consumo elevado de sacarosa
se correlaciona con una organizacion diferente de la glandula adrenal. Los presentes resultados
sugieren que dicha reorganizacion histologica posiblemente sea la causa por la cual en humanos
y en ratas no aumenta la concentracién de corticosterona.
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El consumo elevado de sacarosa modifica el
arreglo histologico gonadal y los niveles séricos de
leptina y testosterona en ratas infantes.

De Leén Ramirez Yeimy Mar', Morimoto S?, Corona-Pérez A°, Diaz-Aguilar Y?,
Martinez-Gomez M*®, Rodriguez-Antolin J*, Nicolas L*.
" Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
€ Departamento de Biologia de la Reproduccion. Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, México DF, México.
* Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
“ Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
® Instituto de Investigaciones Biomeédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

En humanos, con sobrepeso y/o obesidad, se ha reportado una disminucion de la libido y disfuncién
eréctil, asi como infertilidad y baja concentracion de testosterona. Por otro lado, la deficiencia en la
produccién de andrégenos testicular esta relacionada con la cantidad de grasa corporal y los niveles
de leptina. En modelos animales, se ha mostrado que una dieta alta en grasa en edad adulta,
incrementa las concentraciones de leptina y disminuye la lestosterona, promoviendo diferencias
histoloégicas en tibulos seminiferos, afectando la fertilidad, ademas los niveles de FSH y LH
aumentan cuando las ratas reciben 10 y 30 pg/kg de leptina e induce estrés oxidativo y
anormalidades anatomicas en el espermatozoide. Sin embargo, no esta claro el papel de Ia leptina en
la reproduccion, ademas, no hay trabajos donde se evalué el efecto de una dieta alta en
carbohidratos sobre la concentracion de testosterona y el arreglo histolégico del testiculo en ratas
jovenes. Metodologia: Ratas machos Wistar de 21 dias de edad (n=16) fueron divididas en dos
grupos experimentales: ratas que consumieron agua simple (C) y ratas que consumieron agua
azucarada al 30% (S30) durante un mes. Al final del periodo experimental, se midié la glucosa.
Inmediatamente las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Se extrajo y pesaron los testiculos y el
tejido adiposo total. El testiculo derecho fue fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes ascendentes,
aclarado en xilol e incluido en paraplast. Los cortes histologicos fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina. Los niveles de leptina y testosterona se midieron por el método de ELISA. Los datos fueron
analizados mediante la prueba Student-t. Resultados preliminares: Las ratas que consumieron agua
azucarada muestran aumento en los niveles de leptina y en el peso testicular, acompanado de
modificaciones histologicas en el citoplasma, epitelio germinativo y lumen. Por ofro lado, los datos
indican una tendencia en aumentar los niveles de testosterona. Conclusiones: El presente estudio
muestra que el consumo de una dieta rica en sacarosa, modifica el arreglo histoloégico gonadal y
posiblemente aumenta los niveles de testosterona durante la infancia a diferencia de lo que se ha
reportado en edad adulta y con dieta alta en grasa.
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